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I. INTRODUCCION
I.l. OBJETIVO E INTERES DEL TRABAJO
La Listeriosis es une de las enfermedades bacterianas —  
m5s recientemente descritas, tanto en sus aspectos epizootol6gi—  
cos y cllnicos como bacterioldgicos. Aunque ha transcnrrido ya - 
medio siglo desde que Murray y col. (214) describieran con deta—  
lie la bacteria que hoy conocemos como Listeria monocytogenes en/ 
este momento puede afirraarse que la etapa en que su aislamiento - 
constituia una curiosidad de laboratorio ha pasado a ser historia 
y, en la actualidad, cllnicos e investigadores, son conscientes - 
de su transcendencia tanto en la patologia humana como en la pato 
logla animal, y que este es asi vienen a demostrarlo la ubicuidad 
de s( 3 aislamientos comprobada en mSs de 42 especies de mamife- - 
ros, 22 especies de aves, 30 especies de peces, anfibios, crustâ- 
ceos e insectos.
Su distribuciôn geogrâfica abarca sin excepciôn los cin- 
co continentes, desde el ârtico al ecuador.
La enfermedad se describe habitualmente en hombre, anima^  
les domésticos, salvajes y de laboratorio al tiempo que se aislan 
microorganismos del gênero de garrapatas y pioios, aguas residua- 
les, lagos, vegetales, etc. segûn Gray y col. (133, 132) Botzler/ 
y col. (36), McCrum y col. (198), Kampelmacher y col. (174).
S in embargo, y pese a esta amplia difusiên, existen toda 
via aspectos no muy definidos de la epizootologia y patogenia de/ 
las listeriosis y en el propio conocimiento del gênero Listeria - 
quizâ debido a una serie de factores, cuya enumeraciên y somero - 
anâlisis pasamos a describir:
a) Las dificultades que plantea su aislamiento en muchos 
procesos subclinicos y crênicos, con el error de diagnêstico que/ 
ello implica (Robertson y col., 257).
b) La exlstencla de portadores fecales que no padecen 
la enfermedad al mènes de forma sintomâtica (Gêmez-Mampaso y —  
col., l is ,  Kampelmacher y col., 174).
c) La dlflcultad de reproduclr experimentalmente la - 
Infecclên con toda la constelaclên de sintomaa y leslones que - 
de un modo natural se producen (Gray y col., 133).
En este sentido, no se comprende aun suficlentemente, 
el papel que estos agentes puedan representar en sindromes ta—  
les como los transtomos mentales crênicos, desêrdenes hepâtl—  
COS crênlcos, leslones papulesas renales, etc., asi como el mé­
canisme de la Infecciên en los cases de encefalltis, meningitis 
y septicemia de los reciên nacidos, ademâs de su intervenciên - 
patogênica en el aborto reiterado de las hembras de distintas - 
especies, aunque la etiologla de este dltirao becho esté perfec- 
tamente establecida segdn Ladds y col., (187), Sarrut y col., - 
(2 6 9), Grangeponte y col., (l2l).
Por todos estos motives y porque en nuestro pais se - 
carecfa de dates estadisticos sobre reservorios naturales y por 
tadores animales de estos microorganismos, se decidiê en 1.977/ 
comenzar en nuestro Departamento una linea de investigacidn so­
bre diferentes aspectos microbiolêgicos del gênero Listeria. —  
fruto de la cual es el trabajo de Tesis Doctoral que présenta—
1,2. ANTECEDENTES HISTORICOS
En 1 .8 9 1 y 1.8 9 3, Hayem y Henle en Francia y Alemania, - 
respectivamente, observaron bacllos gramposltivos en cortes de te- 
jidoa procedentes de pacientea muertos con leslones y sfntomas, —  
que estudiados retrospectivamente, bien pudleran tratarse de liste 
rias (citados por Gray y col., 133)*
Hütlphers (150) en 1.911 en Suecia aisld en foc os necrê—  
ticos de higado de conejo un germen al que denominâ Bacillus hepa- 
tls, cuya descripcldn , as£ como la de las leslones que originaba, 
encajan perfectamente con lo que hoy sabemos de Listeria monocyto­
genes ; sin embargo y debido a que la cepa no se conservé, y a que/ 
existfan ligeras diferencias entre este aislamiento y el realizado 
con posterioridad en 1.926 por Murray y col., (214) en Cambridge,- 
a partir de hfgado de conejos y cobayas enfermos, hace que se con­
sidéré a estos dltimos autores como los descubridores del primer - 
raicroorganismo del gênero, al que denominaron Bacterium monocytoge 
nés.
En el mismo piano de conjeturas debe de situarse tarabiên 
la descri pcién bec ha por Atkinson (12) qui en en 1.917 seüalé un cai 
so de meningitis producida por un bacilo grampositivo de tipo dif- 
teroide, que de igual modo pudiera tratarse de Listeria monocytoge 
nés.
En 1.9 2 7, un ado despuês de la descripcién hecha por Mu­
rray y col, (2 1 4), Pirie (241) aislé una bacteria con las raismas - 
caracterfsticas, del hfgado de unos pequefios roedores africanes —  
(latera lobenguiae) a quien denominé Listerella hepatolytica.
Esta nueva enfermedad conocida como listeriosis se des—  
cribe por Matthews en 1.928 (203) como la causa de un brote de en­
cef alltis, de etiologla desconoclda acaecido en estas fechas.
Sin embargo Pletneva y col., (243) abogan que el primer/ 
aislamiento de L. monocytogenes so alizé en la Unién Soviética -
en 1 .924 en el curso de una epldemla porclna, denomlnando al agen­
te alslado "Bacillus X".
En cualquier case, fuera quien fuese el primer descubri­
der del agente etiolégico de la listeriosis, lo cierto es que des­
de la descripcién de Murray y col., (214) en 1.926 y hasta el mo—  
mento presente, se han venido sucediendo nueras aportaciones sobre 
la enfermedad en el hombre y en distintas especies animales, entre 
las que caben destacar los trabajos de Nyfeldt en 1.929 (221), - - 
quien aislé el germen de la sangre de individuos enfermos de mono­
nucleosis infecciosa; de Bum que en 1.933 (45) la aisla de nidos/ 
muertos, estableciendo su presencia como causa de infeccién en el/ 
periodo perinatal, y proponiêndola ados mis tarde (1.937) como eau 
sa de meningitis en individuos adultes; los de Gill en 1.933 (111% 
quien la describe como causa de la enfermedad que desde 1.929 se - 
renia obserrando en ovejas que padecfan una forma de encefalitis - 
que el mismo autor denominé "circling disease", calificacién que - 
posteriormente fue aplicada a las encef alitis por Listeria en ru- 
mi antes. El mismo Gill (112), aislé el microorganismo dos ados mis 
tarde del cerebro de los animales afectados de esta enfermedad, - 
estableciendo asl su etiologla.
Graham y col., (119) son quienes proponen a este microor 
ganismo como causa de abortos en el ganado bovino y Poppensiek - - 
(2 4 4) en 1.944 en el ganado ovino. Biester y col, (24, 25, 26) lo/ 
aislan en una septicemia en ares, Paterson (233) en Inglaterra, —  
Pallaske en Alemania, Schoop (271) en el alimente de los soldados/ 
alemanes durante la guerra mundial, Cotoni (56a) en Francia, Wram- 
by (326) en Suecia, etc.
Si compleja fue la discusién sobre la pateraidad del des 
cubridor de Listeria monocytogenes, no lo fueron menos los problè­
mes suscitados sobre su taxonomla. Buena prueba de ello es la enor 
me cantidad de nomenclatures propuestar irr-» este raicroorganismo -
quo en la sêptima edlclén de Bergey’s Manual de 1.957 se le clasi-% 
flca como un gênero de la famllia Corynebacterlaceae. En la octava 
edlciên de 1.974 se le encuadra dentro de los bacilos no esporula- 
doa como gênero de Incierta flllaclên, e incluso Stuart y col., - 
(3 0 1) en 1 .9 7 4 proponen la divlslên del gênero en dost Listeria y/ 
Murraya con la separaciên de L. denitrlflcans de estos dos nuevos/ 
gêneros. A lo largo del tlem^ , se la ha denominado Bacterium he- 
patis (H&lphers 1.911, 150), Bacterium monocytogenes (Pirie 1.927, 
2 4 1), Listerella monocytogenes-hominis (Nyfeldt 1.932, 222), Cory- 
nebacterlum parrulum (Schultz, 1.934, 272), Listerella ovls (Gill -
1.9 3 7, 112), Erysipelothrix monocytogenes (Wilson y col., 1.946, - 
3 2 4) y Corynebacterlum infantisepticum (Fotel 1.950, 245). Otros - 
autores la han denominado con el nombre de procedencia de la cepa, 
y as£ se han empleado Listerella bovlna, gallinarum, cuniculi, - - 
suis y gerbilll.
Para poner fin a esta caêtica situaciên, se comenzê por/ 
rechazar el nombre genêrico de Bacterium propuesto por Murray en -
1 .9 2 6 (2 1 4), por no tener nada en comdn con otros gêneros hasta —  
esa fecha ya descublertos y que yenlan denominêndose bacterium, co 
mo ocurre con Bacterium multocida, hoy Pasterella multocida (Leh­
man y Neumann, 1.899). Lo mismo sucediê con el nombre genêrico de/ 
Listerella, propuesto por Pirie en 1.927 (241), que fue rechazado/ 
por el Comité de nomenc 1 atura del tercer Congreso Intemacional de 
Microbiologia de New York, en 1.939, por haberse aplieado por Jahn 
en 1 .9 0 6 (1 6 1) a otro gênero para encuadrar ciertos mixomlcetos. - 
Ante esta situaciên, Pirie propuso el nombre genêrico de Listeria 
en 1 .9 4 0 (2 4 2), que ya recoge la sexta Ediciên del Bergey's Manual 
y que fue aprobado por la Comisiên Decisoria de Bacteriologla, No- 
menclatura y Taxonomla, y que recoge el Boletln Intemacional de - 
dicha comisiên en 1.954.
El nombre especlfico de L. monu: .^enes, propuesto por/
Murray en 1.926, debido a la monocltoais que provocaba en los ani­
males infectados, fue asimismo aceptado por esta Comisiên.
Las restantes especies del gênero fueron aisladas con pos 
terioridad,y asl Listeria denitrlflcans fue descubierta en 1.948/ 
por Sohier y col. (296), con motivo del hallazgo de un germen con 
propiedades similares a Listeria monocytogenes, pero que a diferen 
cla de aquella, no era patêgena. Prevot en 1.961 (246) en su trab£ 
jo de Sistemêtica Bacteriana denomina la especie como L. denitrlfi 
cans por su propiedad de reducir los nitratos, aunque en la actua­
lidad se esté cuestionando su pertenencia a este gênero, debido a/ 
las grandes diferencias de composiciên, y a que no responde a los/ 
estudios de hibridaciên como las demês especies del gênero (Stuart 
y col., 301).
En 1 .966 Errebo y col., (92) descubren una Listeria fer 
mentadora del manitol, que denominaron Listeria grayi en honor a - 
Gray, denominaciên especlfica, que es aceptada en el tercer Congre 
so Intemacional de Listeriosis celebrado en Bilthoven. En 1.971 - 
se descubre por Welshimer y col., (321) una Listeria que fermenta/ 
el manitol y reduce los nitratos y que se denomina L.murrayi en ho 
nor al descubridor de la primera especie del gênero.
Finalmente en el ûltimo Congreso de Listeriosis celebra­
do en Madrid en 1.981, se propuso la inclusiên de 2 especies nue- 
ras que con toda seguridad serên aceptadas. Listeria bulgarica pa­
ra la cepa aislada por Iranor en Bulgaria en 1.957 (l54),muy hemo- 
Iftica, serotipo 5 y enzimaticamente poco activa, y Listeria inno- 
cua para las cepas de Listeria monocytogenes ,no hemolfticas y no - 
patêgenas (Seeliger, 284).
II. CARACTERISTICAS BACTERIOLOGICAS
II.1. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA
II.1.1. Formas, agrupaciên y tlnciên.
Los microorganismos del gênero Listeria se presentan en 
forma de bacllos cortos, gramposltivos, no êcido-alcohol resisten 
tes y no esporulados.
Normalmente se les considéra sin cêpsula, aunque Smith/ 
y col., (2 9 4) despuês de cultivarlos en medios enriquecidos con - 
suero y glucosa, y mediante estudios ultramieroscêpicos e inmuno- 
lêgicos han revelado que poseen una cêpsula mucopolisacêrida, pe­
se que hasta el momento no se reconozca en ninguna de las espe- - 
d e s  del gênero la existencia verdadera de la cêpsula (43) •
Las listerias presentan a veces un ligero granulado, —  
aunque no poseen grênulos metacromêticos (Clavel y col., 50).
En ningên caso se observan en estos microorganismos - - 
agrupaclones caracterfsticas, y de esta manera pueden aparecer in 
distlntamente como cêlulas aisladas, en parejas, como cadenas cor 
tas de 3 a 8 elementos o largas cadenas, de mês de 200^ m., y en/ 
ocasiones formas empalizadas, en U o en Y, recordando a las cory- 
nebacterias, dependiendo del medio de cultivo y de la edad del —  
mismo; en cultivos jêvenes suelen aparecer ademfis, como cocobaci- 
los de 0,2 - 0,5/U-m. por l-2^m. de largo (Alês y col., 3)*
Las bacterias del gênero Listeria, son facilmente déco­
lorât es, apareciendo tanto en el caso de cultivos envejecidos co 
mo cuando se fuerza la decoloraclên en la clêsica têcnica de - —  
Gram, casi un 50% de bacterias como gramnegativas, proporciên que 
se reduce cuando el cultivo se ha llevado a cabo en un medio rico 
en glucosa.
En tinciones de tejidos infectados o '*■ prime ros —  
cultivos en medio llquido pueden aparecer con forma cocâcea, in—
cluso con apariencla de estreptococos (Gray y col., 133).
II.1.2. Estructura
Dentro de la cêlula, la membrana plasraêtlca dlflere/ 
del modelo clêsico de unldad de membrana, 2 capas densas sepa- 
radas por una clara, mlentras que en las listerias aparecen 3/ 
capas densas, claramente definidaa, de unos 15 a 35 A de espe- 
sor separadas por 2 capas claras. La membrana plasmAtica se —  
cohtinfia con un aistema de membranes internas variables de ta- 
mafio y form ando mesosomas, que pueden presentarse con cierta - 
frecuencia como simples invaginaciones con forma de espiral o/ 
como complejas estructuras (Edwards y col., 85). El citoplasma 
presents tambiên grênulos densos, de unos 100 A de diêmetro, y 
el aparato nuclear posee parecidas caracterfsticaa al resto de 
las bacterias, con menos densidad que el citoplasma y aparecien 
do en forma de rosario o filamentos trenzados, de unos 25 a 50 
A de diêmetro, segûn Edwards y col., (85), Grund (136), Kawata 
(176) y North (219).
II.1.3 « Flageloa
Desde un principio y durante mueho tiempo se afirmê/ 
que las listerias eran mûviles debido a la posiciên de un fla- 
gelo polar (45, 112, 150). Paterson observé cuatro flageloa pe 
rftricos y sugiriê la posibilidad de que las listerias tuvieran 
cuatro flageloa perftricos cultivadas a 20 ê 22BC y uno polar/ 
a 37*C, circunatancia que se ha visto confirmada por los eatu- 
dios realizados por Csontos (6l), Lelfson y col., (191) y - —  
Hartwick y col., (143). Asl pues. Listeria monocytogenes, - —  
L. grayi y L. denitrificans poseen cuatro flageloa perftM.cos 
cultivadas a 22^C y un flagelo polar o ninguno a 37*C. Liste—  
ria murrayi, por su parte, posee cinco flageloa perftricos a - 
2'' ' ' 7 dos, cuatro o ninguno al cultivarlas a 37 G . «
Leifson y col., (191) y Griffin y col., (134) descri
bleron la exlsbencla de cepas flageladas no m6vlles a 37*C; —  
sin embargo Seeliger (282) establecl6 que las cepas en cues- - 
tl6n eran m^rlles en clertas condlciones y que producfan antf- 
geno H. Trabajos de mlcroscopla electr6nica, y poeteriores es- 
tudios realizados por Fuhs y col., (106b) sobre produccl6n de/ 
antlgeno H, demostraron el desarrollo de cepas flageladas. Es­
tes hechos parecen sugerir* que las listerias m6viles pueden - 
aparecer como inmoviles al cultivarlas en determinadas condi—  
clones.
Una circunstancia semejante sucedi6 con el serotipo/ 
cinco deacrito por Ivanov en 1.957 (154) @n el que todavia no/ 
se ha demostrado taxativamente la existencia de flageloa (Iva­
nov, 1 5 6).
Hartwick y col., (143) observaron unas pequeSas par­
ticules situadas en el exterior de la pared bacteriana en cul­
tives examinados al microscopio electr6nico y todavia no se ha 
detenainado definitivamente el significado de estas particulas, 
virales con estructura de fago para Sword y col., (306) y de/ 
artefactos de certes mal lavados para Gray (133)
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II.2. COMPOSICION OUIMICA Y PROPIEDADES BIOQUIMICAS
II.2.1. Bloquimica eatructural
Estudlos bloquimlcoa sobre los porcentajes de Guani- 
na + Cltosina, Lipldos, Pared Celular y Cltocromos (Collins y/ 
col., 5 2) ban revelado que existe una composicidn muy similar/ 
para las especles L. monocytogenes, L. bulgarlca y L. innocua, 
parecldos para L. gray! y L. murrayl y ya bastante dlferentes/ 
para la especle L. denitrifleans.
Asi los porcentajes de Guanina + Ci.tosina en L. mono 
cytogenea, L. innocua y L. bulglrica son de 36-38 moles por —  
cientoj para L« grayi y L. murrayl de 36-40,y para L« denitri­
fle ans de 55-5 8. La pared celular contiene aproximadamente un/ 
20% de hexosas (glucosa y galactosa), 5% de hexosamina y 5% de 
proteina, con alanina, Icido glut&nico, Icido asplrtlco, leucl 
na y Icido diamlnopim6llco, encontrlndose este dltlmo en dis—  
tinta proporcl6n en la especle L. denitrlfleans (Collins, 52); 
no contiene ni glicina ni serina, diferenclSndose en este as—  
pecto de Erysepelothrix; aunque el estudio de composicldn de - 
lipldos indica una cierta afinidad con el género Brochothrix,- 
(Collins, 52) y la familia Lactobacillaceae.
En comparacidn con otras bacterlas grampositivas las 
listerias son mis sensibles a los tratamientos con tripsina y/ 
nucleasas, hecho que permitid a Roots (266) obtener preparados 
homogéneos de pared celular despuis de una extracciln inicial/ 
raediante agitaciln (durante 4 horas con perlas de vidrio) y un 
posterior trata&iento enzimltico con tripsina, ribonucleasa y/ 
deaoxirribonucleasa.
En este sentido y en base a estudios bioqufmicos y - 
de hibridaciln intergenlricos y dada la évidente aunque no con- 
cluyenta 1elaciln entre Listeria. Brysipelothrix, lactobacllog
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estreptococoa y Brochothrix theraoaphacta, Stuart y col., en —
1.974 (3 0 1) proponen la creaciln de una nueva familia Liateria- 
ceae con 2 glneros. Listeria con una sola especie L. monocytoge 
nés y Murraya con una especie M. grayi y una aubespecie M. gra­
yi aubespecie murraya quedando L. denitrificana separada de la/ 
nueva familia.
Los cultivos jlvenes de L. monocytogenes obtenidos de 
material patollgico son espaces de lisar los hematfes de la ma- 
yoria de los mamiferos (Seeliger, 179), mientras que algunos —  
cultives viejos no presentan esta propiedad (Gray y col., 133)*
Algunas cepas poseen una pronunciada actividad beta—  
hemolitica en sangre de camero, con ampli as zonas de hemllisis 
S in embargo, son los hematies de caballo los que con mis régula 
ridad son lisados por las distintas estirpes (Seeliger, 284). - 
La producci6n de hemolisina no sufre modifieaci6n si el cultivo 
se incuba en atm6sfera de O2 o de CO2 a 37 6 20@C, sin embargo/ 
se ve netamente reducida en cultives a 4^C (Kleikamp, l85).
Girard y col., (113) observaron que la naturaleza de/ 
la hemolisina, que era soluble y filtrable, correspondia a una/ 
globuloprotefna, e incluse elaboraron un método diagnéstico va- 
lorando la antihemolisina en el suero, similar al mitodo que se 
estaba utilizando para valorar la antiestreptolisina; sin embar 
go, pronto dej6 de usarse, pues segun observaron Njoku-Obi y —  
col. (2 1 7) existian factores antihemolfticos en el suero nor—
mal de la mayorfa de las especies.
Jenkins y col., (l6S) purificaron la hemolisina preci
pitindola con sulfate amânico y posterior absorciën en geles de 
fosfato cilcico. La cisteina y el sulfite s6dico, asl como - - 
otro ndmero reducido de sustancias incrementan la actividad de/ 
la hemolisina. Rogul y col., (2 6 3) establecieron que se trataba 
dv una hemolifina oxlgeno libil.
Las especies L.murrayi, L. grayi y L. denitrificana -
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asl como los serotlpos 4f, 4g y 6 de L. monocytogenes, no parecen 
poseer actividad hemolltica alguna. Este es otro de los motives - 
por el que a estes serotipos se les pretende encuadrar en la eape 
eie L« innocua, aunque Nicheva y col., (215) en un estudio reali- 
zado sobre la actividad hemolftica de 63 cepas de L. innocua en—  
contraron que al 100% de las cepas encuestadaa lisaban los hema- - 
ties de camero.
También la especie L. monocytogenes tiene localizado en 
la pared celular un agente denominado MPA (agente productor de mo 
nocitosis), que fue extraido por Stanley en 1.949 (300) con sol- 
ventes org&nicos.
Una vez aislado y purificado por este ra^ todo, es serol6 
gicamente inactive y tiene baja toxicidad tisular. La inyeccido - 
intravenosa al ratdn de un extracto de pared celular obtenido por 
deaintegraci6n s6nica y posterior centrifugacidn desarrolla mo- - 
nocitosis en el 24% de los animales inyectados. Tambiën se ha ais 
lado un components t6xico del extracto acuoso de L. monocytogenes 
al precipitarlo con alcohol etflico (Srivastava y col., 1.974, ci 
tado por Seeliger, 284). Este compuesto es pirogénico para el co- 
nejo, produce edema y exantema en la piel del mismo y es létal pa 
ra el embridn de polio, siendo también inmunogënico para el ratân 
después de grandes dosla repetitivas.
II.2.2. Enzimas respiratorioa
Desde muy antiguo, todos los autores vienen matiifest&i- 
dose en el sentido de la presencia de una catalasa en los microor 
ganismos del g4nero Listeria, Seeliger (278) y Bergey's Manual —  
(43) entre otros. Sin embargo. Jones en 1.974 (I6 6) observé que - 
la actividad de esta catalasa disminufa o desaparecia totalmenta/ 
tras el crecimiento en medios enriquecidos con extracto de levadu 
ra al 0,25%, tambiën Friedman y col., en 1.962 (104) observaron - 
la depresi6n en la actividad de la catalasa tras el crecimiento - 
en medios enriquecidos con glucosa al 1%, detallo no observado —
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por Jones (ll6), y que sin embargo nosotros si apreciamos en -
1 .9 7 8  (3 0 2).
Estudios electroforëticos realizados por Robinson en
I . 9 6 8  (2 6 0) demostraron la presencia de una sola banda para la 
catalasa con una movilidad parecida a la del Corynebacterium - 
diphtheriae, y que contiene un grupo hemo, pues es inhibida —  
por el cianuro pot&sico.
Los estudios sobre la presencia de cadenas de cito—  
cromos también ban tenido sus contradicciones, asi mientras —  
Keeler y col., en 1,960 (177) fueron incapaces de demostrar la 
presencia do citocromos, la cuantificacién del hierro presente 
en fragmentes de pared celular, que contenfan restos de membra^ 
nas celulares les hicieron pensar en la presencia de citocro—  
mos. Trivett y col. en 1.971(311) estudiando espectrofotomé—  
tricamente extractos celulares y suspensiones de pared de L. - 
monocytogenes llegaron a la conclusion de que no existian res­
tos de citocromos en los mismos, no obstante, Jones (I6 6 ) afir 
ma que cultives negatives a la prueba de la benzidina, se posi 
tivizan al suplementar con hierro el medio de cultivo.
II.2.3* Métabolisme glucfdico
Es necesario la presencia de hidratos de carbono en/ 
los medios de cultivo para un desarrollo Optimo de las distin- 
t" cepas de Listeria. El catabolisme de la glucosa tanto en - 
condlciones aerObicas como anaerObicas es fundamentalmente ho­
mo ferraentativo segOn Miller y col. en 1.959 (209). Los estu—  
dios realizados por Friedman y col. en 1.962 (104), sin embar 
go, indican la producciOn de pequeflas cantidades de la lactato 
y piruvato cuando se incorpora glucosa al medio en cantidad mi 
nima (0,2%).
Un estudio pormenorizado de los enzimas del ciclo —  
del Scido citrico realizado por Trivett y col. (311) revel6/ 
que no exlstia mas que una porci6n de los enzimas del ciclo, -
14
tmnto en la parte oxldatlva como reductora, suglrlendo los —  
autores que estos enzimas son Importantes para la blosintesls 
celular y no para la obtencidn de energla, que se obtendrla - 
con toda seguridad mediants glucolisis.
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n.3. CULTIVO T ABLAMIENTO
Los microorganismos del g^nero Listeria no son muy exi-f- 
gentes en su cultivo, creciendo bien en medios ordinarios desde - 
4 a OSC y d^sde pH 6 a 9 segtfn Kampelmacher y col. (172), Garcia 
y col. (109), Robin y col. (259). Soportan mal los pH Scidos, y/ 
el tiempo de supervivencia en los medios de fermentaci6n de azûca 
res es corto. Son aerobics o microaérofilos, creciendo hasta en/ 
atmdsferas con el 10% de CO^J la adici6n de sangre y glucosa a —  
los medios de cultivo favorece su crecimiento. Necesitan para djg 
sarrollarse la presencia de Biotina, Tiamina, Riboflavina, Ciste^ 
na, Glutamina, Isoleucina y Valina; la presencia de Arginina, His^  
tidina, Metionina y Tripot5fano, sin ser indispensable, favorecen 
el crecimiento segun Gray (133).
Por las razones expuestas, el aislamiento de las bacte—  
rias de este género a partir de bajos niveles de contaminaci6n, - 
es relativamente ficil sobre un agar triptosa (mejor que con pep- 
tona) con 1% de glucosa y 5% de sangre. El problema se plantea 
sin embargo,cuando el aislamiento se ha de realizar de un mate- - 
rial fuertemente contaminado como es el caso de heces, fluides va^  
ginales, efluentes,ensilados, etc., en los que la proporciôn de - 
listerias es relativamente baja con respecte a la flora acompafian 
te. En estos cases se requiere un enriquecimiento previo de la - 
muestra en condlciones en que las listerias puedan prosperar y no 
el reste de flora microbiana acompaftante, o al menos en condicio- 
nés en que la fase exponenclal de crecimiento sea netamente favo­
rable para las listerias. De esta raanera, aprovech&ndo las - - - 
diversas propiedades metabolicas, asi como la aptitud de estos —  
microorganismos para crecer en diferentes condlciones ambienta- - 
les, pueden formularse distintos métodos de enriquecimiento.
Uno de los primeros descritos y que supuso un enorme - —
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avance en el aislamiento de estos agentes, fue el enriquecimiento 
a 4®C en caldo nutritive, previa raaceraciôn de la muestra por - - 
tiempo variable, (hasta un ado), propuesto por Gray y col. en 1948 
(123, 125, 128) y refrendada por Kampelmacher y col. (169), Ose—  
bold y col. (228), Seeliger y col. (283)y Smith y col. (293) en­
tre otros. Ha sido, a la postre, el método mis utilizado y el —  
que ha servido para contrastar las dem%s técnicas, aunque tiene - 
el inconvénients de ser un proceso largo y complicado.
Zink y col. (328) recomiendan el mismo sistema, pero sus 
pendiendo la muestra en caldo tioglicolato. Sobre la raisma base, 
Kemenes (l?8) utiliza un caldo de extracto de carne de caballo —  
con un 0,3% de tioglicolato sAdico y 10% de sangre de carnero; —  
otros medios con tioglicolato han sido propuestos y utilizados —  
tambi4n por Kampelmacher 1.969, (171), Ralovich 1.970, (248), Or- 
tel 1.971, (226) y Blischerova 1.972, (86).
Simon (289) recoraienda el caldo de cerebro - coraz6n, dex 
trosa y extracto de placenta y, mÂm recienteraente, Rappaport (255) 
utiliza un medio compuesto por triptosa, extracto de came, gluco 
sa, cloruro s6dico y vit. B^. Todas estas t6cnicas de enriqueci—  
raiento, modifieaciones de la de Gray, rinden buenos resultados —  
aunque cierto es reconocer, que con el mismo inconveniente, repre^  
sentado por un tiempo largo de enriquecimiento a 4^0.
Pease en 1,967 (239) recomienda el enriquecimiento de -
las muestras tras la inoculaciën por via subcutinea en ratones ; - 
en 1 .981 Kemenes y col. (179) utilizan el mismo sistema, solo —  
que los ratones se inmunodeprimen previamente tras la inoculaci6n 
de cortisona y Bacillus piliformis. Una y otra no dejan de ser - 
t6cnicas demasiado complicadas por el gran numéro de animales que 
hay que manejar, y como qued6 expuesto en el Congreso Intemacio- 
nal de Listeriosis de Madrid, por la legislacidn restrictiva de - 
algunos paises para la utilizaciën de animales de experi?-n^ acidn 
indiscriminadamente.
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En cuanto a los medios selectivos de aislamiento, se han 
probado tarabién numérosas sustancias quimicas inhibidoras de la/ 
flora acompaff ante, con result ados diverses, Una de las primeras 
utilizadas fue el telurito pot&sico, empleado por Gray y col. en
1 .9 5 0 (1 2 4) a una concentraci6n final del 0,05%. Esta técni- 
ca solamente es vâlida cuando la flora contaminante estâ corapue^ 
ta por especies sensibles al telurito; ahora bien, cuando se pre^  
tende aislar listerias de una materia tan fuertemente contamina— 
da como son las heces, este método présenta très grandes inconv^ 
nientesî
1) La concentraci6n del 0,05% de telurio potSsico no in 
hibe el crecimiento de estreptococos fecales y estafîlococos.
2) Esta concentraci6n inhibe el crecimiento de algunas/ 
cepas de listerias seg<!n Oison y col. (224).
3) Los microorganismos del g^nero Listeria reducen el - 
telurito, apareciendo las colonias de un color negro y con una - 
morfologla similar a la de estreptococos y estafilococos,que - - 
también son reductores del telurito, segûn Mellado 1.977 (206). 
Por esta razdn, el interns de este m^todo ha quedado relegado a/ 
una prueba bioqulmica mâs, a la hora de identificar listerias, - 
segun Ralovich y Khan, (citados por Ralovich, 252).
Kampelmacher y col. en 1.9 6I (I6 9), intent an incremen—  
tar la selectividad del medio afiadiéndole 0,2 mg de cloranfeni- 
col por 100 ml del medio de cultivo, aunque en la prSctica,estas 
modifieaciones continuan presentando el mismo inconveniente de — 
inhibir o empobrecer el crecimiento de algunas cepas segun Seeli 
ger 1 .9 5 8 (2 7 8), y de diferenciaciôn entre listerias, estreptoco 
COS y estaf ilococos (Mellado, 206). La poliraixina B, como sus—  
tancia inhibidora propuesta por Bojsen-Moller en 1.962 (34) y ra^  
tificada por Ortel 1.971, (citado por Ralovich, 252), inhibe no- 
tablemente el crecimiento de g^rmenes gramnegativos, pero rr® '__ 
ta el inconveniente de que, al menos en parte, irapide el desarro
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llo de las listerias y que los cocos positivos crecen junto a —  
ellas.
El medio selectivo desarrollado por Me Bride y Girard — 
(197), basado en los resultados obtenidos por Shimizu y col. - - 
(287) tras la incorporaci6n de guanofuracina a la concentraci6n 
1:10.000, preparan un primer medio de enriquecimiento de caldo - 
triptosa fosfato con nitrofurazona al 1:100.000,y un medio de —  
aislamiento confeccionado a partir de agar base con fenil etanol 
con la adici6n de cloruro de litio al 0,05%, 1% de gliclna y 5%/ 
de sangre. Este medio también utilizado por Donker-Voet en 1972, 
citado por Ralovich 1.974 (252), adolece al igual que los ante-
riormente descritos, de una selectividad estricta para los mi- - 
croorganismos del gënero Listeria.
El uso de azida de sodio recomendada por Gray en 1.950/
(124) plantea los mismos problemas de especifidad que el teluri­
to potâsico, ya que a la concentracidn que se emplea (0,01%) pu£ 
den desarrollarse los estreptococos fecales, si bien tiene la —  
vent aj a de no producir colonias negras.
Un agente selectivo muy eficaz, el Scido nalidixico, —  
utilizado por Beerens y Tahon Castel en 1.966 (19), inhibe el —  
crecimiento de las bacterias gramnegativas a la concentracidn de 
0 ,0 4 gr por litro de cultivo, e inhibe el crecimiento de microo£ 
ganismos del gënero Proteus y otras enterobacteriâceas. Practi- 
cando los cultivos en medios muy aireados, se consiguen eliminar 
los anaerobios, quedando reducido el espectro de crecimiento a - 
unos pocos g^neros, entre los cuales es f5cil diferenciar raorfo- 
l6gicamente las listerias.
En 1.961 Fuzi (107) prépara un medio con tlocianato po-
tdslco como inhibidor, empleado tarabl6n por Lehnert en 1.964, — -
(190), aunque Ralovich en 1.972, (25O), ya lo seflala como medio/ 
poco recomendable nara el aislamiento de muestras muy contamina- 
das.
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En 1.957 Pancheco y col, (232) comprueban la sensibil^ 
dad de Listeria trente a distintos colorantes deraostrSndose como 
buenos agentes selectivos el sudân III, la fucsina bSsica y el - 
cristal violesta.
A partir de la incorporaci6n del Scido nalidlxico por — 
Beerens y col. (19) a los medios,y comprobada su eficacia, se in 
tenta complementar su acci6n selectiva con la adici6n de diver—  
sas sustancias. Asi Krammer y Jones en 1.9Ô9 (186) adaden ace­
tate de talio. Despierres en 1.971, (71) aflade polimixina B y ,  - 
en 1.970, Ralovich y col. (2 4 8 ) le anaden tripaflavina en base a 
los resultados obtenidos por Forray en I . 9 6 9  (citado por Ralo- - 
vich, 2 5 0 ) y Klimmer, Hanpt y Borchers en 1.930 (citados por Ra­
lovich, 2 5 2) que comprobaron su efecto inhibidor sobre g^rmenes/ 
grampositivos. La eficacia de la asociaci6n de estas dos sustan 
cias ha sido reiteradamente contrastada (Seeliger, Ortel, - - - 
Kampelmacher, Blischerova, Manev, Bockemuhl, Hohne, etc.). Exis^ 
ten trabajos incluso sobre la efectividad de las tripaflavinas - 
de distinta procedencia (Ralovich, 249), pero de lo que no cabe 
duda es que es uno de los inhibidores con raSs amplia aceptaci6n.
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II.4. ESTRUCTURA ANTIGENICA E IDEMTIFICACION SEROLOGICA
II.4.1. Grupos serol6glco3
Los estudios serol6gicos con microorganismos del g^nero 
Listeria se iniciaron con Seastone en 1.935 (citado por Gray y - 
col., 133) en divers as cepas de L. monocytogenes. Bn pruebas —  
realizadas mediante aglutinaci^n y adsorciôn de aglutinlnas se/ 
encontrd una cierta relacl6n entre las cepas de listerias de or^ 
gen humane y animal, con la excepcl6n de la cepa ais1ada por - - 
Murray y col. en 1.926.
Similares resultados obtuvieron Carey en 1.936 (48), —  
Webb y col. 1.937 (315), Schultz y col. 1.938 (273), y Juliane—  
lie y col. en 1.939 (167), todo lo cual permiti6 la division de/ 
las listerias en dos grupos serol6gicos, dependiendo del origen/ 
de las cepas: las procédantes de roedores y las procedentes de - 
rumiantes. La cepas de origen humane se fueron encuadrando in—  
distintamente en uno u otro de estos serogrupos.
El conocimiento serolAgico se vio notablemente aumenta— 
do al aplicar Paterson en 1.939 (233) el ânalisis de antlgenos - 
somâticos y flagelares, usando las t^cnicas empleadas por Ifhite/ 
y Kauffman en el g6nero Salmonella; con este modelo dividi6 al - 
g6nero en 4 serotipos distintos.
Esta clasificaci6n,per supuesto,no depende en ninguna - 
forma de la especie del portador, y no aparece ninguna relaci6n/ 
entre serotipo bacteriol6gico y especie hospedadora, ni existe - 
una distribuci6n geogrSfica especial de los disntlntos seroti— - 
pos. La diferencia se hace en base a que los serotipos 1, 3 y 4 
tienen diferencias en los antlgenos somiticos y el 2 contiene un 
antlgeno flagelar distinto.
Este esquema antiglnico fue confirmado repetidamente —  
por diversos autores y se mantuvo estable durante mucho tiempo,/
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hasta que se fueron descubriendo nuevos antlgenos, y asl Seeli—  
ger en 1 , 9 5 8  (2 7 8 ) divide el serotipo 4 original, en dos subgru- 
pos a los que denominaron 4a y 4b atendiendo a diferencias en —  
los antlgenos somlticos.
Donker Voet en 1.959 (77) aflade los serogrupos 4b, 4c y
4d también en base a diferencias en antlgenos somâticos, y ade—
mis aflade los serogrupos la y 3a,por encontrar diferencias en —  
los antlgenos flagelares. El serotipo 5 lo describe Ivanov en -
1.957 (1 5 4) y es caracterizado posteriormente por otros autores/ 
(Ivanov 1 .9 6 2 , 1 5 5, Cooper y col. 1.978, 53). Los serotipos 3c, 
6, 7 y Listeria murrayi los describen Donker-Voet en 1 .9 6 6 (7 8 ) y 
Stuart y col. en 1.974 (301) respectivamente.
Reuniendo cuanto antecede pues, la situaciln de los dis^  
tintos serotipos, podemos apreciarla en el cuadro 1.
H . 4, 2. Distribuciln geogrlfica
En cuanto a la distribuciln geogrSfica de los distintos 
grupos serolSgicos, segSn Seeliger ( 2 8 4) ,el 98% de las cepas ais^  
ladas de material patolSgico a partir del afio 1 . 9 5 1 son los ser£ 
tipos:l/2a, l/2b, l/2c, 3a, 3b, 3c, 4b y 5, estando distribuidos 
aleatoriaraente por todo el mundo.
Como prueba de ello en USA y CanadS el serotipo 4b sup^
ne del 65 al 85% de los aislamientos (King y col., 183) mientras 
que en Europa del este, centro de Alemania, oeste de Africa, - - 
Finlandia y Suecia corresponden los aislamientos mSs frecuentes/ 
al serotipo l/2a, y en el oeste de Europa particularmente Fran—  
cia segdn Seeliger y col. 1.955 (277), Lucas y col. 1.957 (195), 
Hdhne y col. 1.975 (149), Kampelmacher y col. 1 . 9 6 6  (168), son - 
los serotipos l/2a y 4b los ais1ados en mayor prooorci6n, al — - 
igual que en Suecia (Larsson, I8 9 ). En el oeste de Alemania el/ 
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de esta fecha en camblo, el 4b el que ha domlnado en la mayorfa 
de las epidemlas (Seeliger y col., 284)«
Tambiën se ha venido produciendo con bastante asidui- 
dad el aislamiento de varies serotipos de Listeria de un mismo/ 
paciente, o el aislamiento de serotipos distintos en la madré y 
el feto abortado por listeriosis. Este fen^meno, segûn Seeliger, 
parece obedecer a infecciones mixtas mûs que a inestabilidad se 
rolûgica de los microorganismos (Seeliger, 284).
II.4.3* Reacciones cruzadas
Se han observado reacciones serolûgicas cruzadas en—  
tre distintos serotipos de listerias y otras bacterias. Seeli—  
ger apreciû que los sueros obtenidos con serotipos 4a y 4b de - 
Listeria monocytbgenes presentaban anticuerpos que aglutinaban/ 
algunas cepas de estreptococos fecales; sin embargo, esta cir—  
cunstancia no se produce con otros serotipos. También se han ob 
servado reacciones cruzadas entre Listeria monocytogenes y aigu 
nas cepas de E. coli, segûn Jaeger y col., 1.954 (citados por - 
Seeliger, I8 4 ) y Staphylococus aureus (seeliger I.9 6 1 , 2 7 8 ), —  
asf como entre listerias y algunas corynebacteriûceas mûviles.
Existe una interrelaciûn muy directs entre las hemoli 
sinas producidas por listeras y las de los estreptococos beta—  
hemolfticos, lo cual parece ser una de las causas de estas - —  
reacciones cruzadas que aparecen entre los 2 gûneros (Seeliger/
I.979, 2 8 4 ).
Para resumir, podemos decir que las reacciones cruza­
das que se presentan entre microorganismos del gûnero Listeria/ 
y gran nûmero de gûrmenes grampositivos se deben a la presencia 
de antfgenos inespecfficos présentes en estos gûrmenes, segûn - 
Seeliger I.9 6 I (278).
I I .4 .4 . Diagnûstico serolûgico
A tenor de lo anteriormente expuesto sobre reacciones
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serolûglcas cruzadas entre microorganismos del gênero Listeria 
y otras bacterias grampositivas y negativas, el valor diagnûs­
tico de las distintas pruebas serolûgicas queda un poco en en- 
tredicho, como queda reflejado en la amplia bibliograffa al —  
respecte, Seeliger I.9 6 1 (2 7 8), Morel y col., 1.978 (213), Ro- 
mafla 1.979 (2 6 5), Rigal y col., 1.979 (2 5 6).
Se han empleado todas las tûcnicas claûicas de sero- 
logla con resultados practicamente anûlogos* aglutinaciûn, fi- 
jaciûn de complemento, precipitaciûn, inmunofluorescencia, in- 
raunoelectroforesis, etc., de ahf que, a todas las pruebas sero 
lûgicas se las considéré de gran valor a la hora de complemen- 
tar los resultados culturales y bioqufmicos de los aislamien­
tes positivos de Listeria, pero de escaso y discutible valor a 
la hora de eatablecer un diagnûstico positive de la enferme-—  
dad, ya que con frecuencia pueden aparecer, tante cases autûn- 
ticos de la listeriosis serdlûgicamente negatives, como tftu—  
los altos de anticuerpos sûricos repetitivamente, durante lar­
go tiempo, incluso dos aflos (Morel y col., 1.978, 213) sin evi 
dencia sintomûtica ni bacteriolûgica de la infecciûn.
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U.S. LISOTIPIA
Uno de los primeros autores en describir la presencia - 
de un fago en cultivos de listerias fue Schultz (274) en 1.945*
A partir de esa fecha muchos han sido los investigadores y nume- 
rosas las tûcnicas, que se han empleado para atemperar los fagos 
de Listeria monocytogenes (Sword y col., 306), Guillot y col., - 
137 y Jasinska, 163).
Sword y col (306) consiguieron aislar 18 fagos de 121 - 
cultivos induciendo la maduraciûn de los provirus mediante radi_a 
ciûn ultravioleta de 2.537 A de longitud de onda durante 60 se- 
gundos, estableciendo una clasificaciûn por fagotipado similar a 
la serolûgica de Paterson.
Con posterioridad han continuado aislûndose fagos de ce 
pas lisogûnicas de Listeria monocytogenes en un intente de esta- 
blecer patrones internacionales para el fagot ipado de estos mi—  
croorganismos. En este sentido Watson y col. (314) en 1.965 ais 
laron un fago que lisaba el 100% de las Listerias monocytogenes/ 
por elles probadas, de los serotipos 1, 2 y 4 y el 50% del sero­
tipo 3.
Ortel (2 2 7 ) con un grupo de 15 listeriofagos aislados - 
por ûl mismo, consigne tipar el 30% de las cepas probadas de los 
serotipos l/2a y 4b entre los afios 1.957 y 1.979. Ralovich y —  
col., en 1 . 9 8 1  (2 5 3 ) con una serie de 27 fagos, consigne tipar - 
un 45% de cepas de distintos orfgenes, siendo mûs fScilmente ti- 
pables las del serotipo 6. Por fin Rocourt y col. en 1,981 - -
(2 6 1' con un conjunto compuesto por 3 fagos aislados de cepas - 
lisogûnicas espontûneas de L. monocytogenes, serotipo 5» 3 de —  
Listeria innocua serotipos 6a y 6b y 12 fagos atemperados aisla­
dos de serotipos l/2a y 4b de L. monocytogenes, consiguen ti-'i.fi 
ficar el 76% de las cepas probadas, alcanzando el porcentaje de/ 
92,3% para el serotipo 5î no obstante, todavia se continua avan-
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zando en esta llnea para consegulr un modelo de fagos frente a - 
Listeria de ambito internacional y que permita determinar el fa- 
gotipo de un nûmero significativo de estirpes, con el fin de - - 
complement ar y ayudar a la clasificaciûn de las distintas cepas/ 
de la especie L» monocytogenes, e intentar el fagot ipado del reai 
to de las especies del gûnero»
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H,6. PRUEBA DE CAMP
Una de las caracterfsticas de los microorganismos del - 
gûnero Listeria que mûs trascendencia tiene a la hora de consid^ 
rar la patogenlcidad de las distintas cepas es su capacidad para 
producir beta—hemûlisis.
Hasta tal punto es Importante este aspecto, que se ha - 
propuesto separar en una nueva especie las cepas no hemolfticas/ 
de los serotipos 4 y 6 (Seeliger y col., 284) , aunque esta cara_c 
terfstica a veces no estû ligada biunfvocamente a la patogenici- 
dad, ya que se ha comprobado que algunas cepas no hemolfticas —  
tienen cierto poder invasivo (Patocka y col. 235, Audurier y - - 
col., 1 4 ), y que la capacidad hemolftica se pierde tras el cult^ 
vo en medios artificiales, volviûndola a recuperar tras inocula- 
ciones sucesivas en ratûn (Gray y col., 133).
Se ha observado tambiûn la transferencia del carScter - 
hemolftico desde cepas que lo son a otras no hemolfticas segûn - 
Cormier (55), al mismo tiempo que su capacidad patogûnica. La - 
pûrdida de la capacidad hemolftica tras la incubaciûn con cier—  
tas sustancias como el estradiol (Harrison y col., 142), es un - 
hecho probado.
A la vista de la trascendencia que tiene la détermina—  
ciûn précisa de la capacidad hemolftica de las distintas cepas - 
de Listeria, Brzin y col. en 1.974 (42) observaron que en Liste­
ria se producta el fenûmeno de CAMP, al igual que en Streptoco—  
ecus agalactiae, y pus1eron en uso una tûcnica similar, para de­
terminar con toda fiabilidad la presencia de hemolisinas.
Para ello, sobre un medio nutritivo con hematfes lava—  
dos de carnero, se siembra una estrla de un Staphylococcus - - -. 
aureus que produzca una amplia zona de beta-heraûlisis, y perpen- 
dicularmente a ûl, en estrfas, las cepas problemas, produciûndo­
se un incremento de la hemûlisis en la proximidad de la cepa de/
28
Staphylococcus.
Mediante este mûtodo, cepas que en medios ordinarios se 
manifiestan como no hemolfticas, son capaces de producir una zo­
na de hemûlisis. La explicaciûn de este fenûmeno aûn no estû —  
clara, al igual que sucede con Streptococcus agalactiae. Algu­
nos autores sugieren que este hecho es debido a la presencia de/ 
un factor extracelular, filtrable y termoestable (Seeliger y - -
col., 2 8 4 ).
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n.7. FORMAS DEGENERATIVAS
1 1 ,7 .1 . Formas L .
Los microorganismos del gûnero Listeria, como algunas -
otras bacterias, presentan la caracterlstica de formar, en - -
ciertas condlciones, variantes desprovistas de pared celular, —  
bien de manera espontûnea o inducIda y astables o no (Gray y - - 
col., 133).
La producciûn de estas variantes L. ya fuû sugerida por 
Smithy y col. (cit. por Gray, 133) al tener evidencia de unas —  
formas de L. monocytogenes flitrabies, Su obtenciûn mediante in 
ducciûn fue conseguida por Suchanova y col. en 1.957 (304), cul^  
tivando listerias en un medio que contenta penicilina o glicina. 
El crecimiento en presencia de penicilina produce unas colonias/ 
enanps, de cocos muy pequenos. La glicina produce unas formas 
filamentosas o formas redondeadas de gran tamaflo.
Tambiûn es posible observer estas formas desprovist as -
de pared y con localizaciûn intracelular, tras la inyecciûn de -
Listeria monocytogenes por via intramuscular en el conejo con el 
coadyuvante de Freund. La reversibilidad de este carûcter indu- 
cido, segûn Suchanova y col. (304), se consigne normalmente tras 
varies subcuitivos en medios desprovistos de los factores que in 
dujeran este estado.
Numerosos autores (Gray 128, Hahnefeld y col., 138, Mi­
ller y col., 210, Payne 238, Schultz 275, Suchanova y col., 305) 
sugirieron la idea de que estas formas son las responsables del/ 
fScil acceso que tienen algunos microorganismos del gûnero para/ 
atravesar la barrera placentaria, y la dificultad que supone a - 
veces su aislamiento en medios de cultivo artificiales; tratando 
algunos autores de reproducir experimentaimente la enfermedad —  
con estas variantes bacterianas con resultados normalment e nega­
tives.
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11.8. HABITAT Y RES3STBHCIA
Como ya ha quedado expuesto en el presents capitule, —  
los microorganismos de este gûnero tienen una gran difusiûn en — 
la naturaleza (Welshimer, 321, Kampelmacher y col., 173, Weis, — 
3 1 9), debido a su gran resistencla y a las condlciones ambienta- 
les, a pesar de no desarrollar ningûn ûrgano o estructura especl 
ficos de resistencla (cûpsulas, esporos, etc.) (43).
Habitualmente se les aisla de las heces del hombre y —  
los animales sanos, aguas de lagos, rlos, efluentes y aguas resi 
duaies, ensilados y vegetales en descomposiciûn, suelo, abonos y 
fertilizantes. Tambiûn se aislan de ûrganos y lesiones del hom­
bre y animales, tanto homeotermos como poiquilotermos. Se han — 
encontrado en cerebro, sangre, llquido cefaloraquldeo, fluidos - 
vaginales, meconio, hlgado, glûndulas anterrenales, bazo, absce- 
sos y empiemas localizados (Robertson y col., 2 5 8 , Gouet, 118, - 
Gûmez-Mampaso y col., 114).
Estudios realizados recientemente por Zachar y col. en/
1 .9 7 9  (3 2 7) demuestran una gran capacidad por parte de estos mi­
croorganismos para colonizar el tracto intestinal de ratones li­
bres de gûrmenes, mostrando una gran capacidad patûgena. Cuando 
las cepas suministradas estaban en fase lisa ocasionaban hasta - 
el 28% de muertes en los animales inoculados, mientras que tal - 
Indice de raortalidad era muy bajo cuando estaban en fase rugosa/ 
(4% de muertes), habiûndose encontrado en todos estos casos una/ 
reversiûn de la forma rugosa a lisa. El mismo experimento repe- 
tido en ratones con una colonizaciûn normal del intestine no pro 
ducla ningûn efecto létal en los mismos.
La resistencia a las condiciones adversas y la capaci—  
dad de supervivencia de estes microorganismos es extraordinaria, 
lo cual explicarfa en parte su gran difusiûn; asi se las puede - 
aislar con regularidad en heces, ensilados, tejido nervioso y —
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leche tras doce anos de la inoculaciûn primaria (Dikstra, 75)• - 
Tambiûn su capacidad de resistencia tûrmica es muy elevada sopor 
tando temperaturas de 6l,7®C durante 35 minutes en agua y leche, 




III.l. BIOLOGlA DE LA INFECCION
Los mecanlsmos desarrollados durante la infecciûn natu­
ral y experimental contra la enfermedad y la reinfecciûn, no son 
aûn perfect ament e conocidos, aunque se haya avanzado considera-- 
blemente en este campo,
Los parûsitos intracelulares facultativos, como es el - 
caso de la Listeria, no son destruidos por los macrûfagos norma­
les como sucede en el caso de los agentes infecciosos que se - - 
comportan como parûsitos extracelulares obligatorios, sino que - 
por el contrario pueden raultiplicarse en el interior de las cûlu 
las. En estos casos la resistencia del hospedador, se llama re­
sistencia celular adquirida.
Como un hecho constatado ya por muchlsimos autores (Van 
dor Meer y col., 205» Hasenclever y col., 144, Jenkin y col., —  
1 6 4, Miki y col., 209 y Osebold y col., 230, entre otros) se ha/ 
observado que la infecciûn por un parûsito intracelular, provoca 
en el hospedador una resistencia a la enfermedad, que no se ad—  
quiere sin embargo en el caso de inyectar microorganismos muer—  
tos (Van Dijk y col., 74, Hobson, 146 y Holland, 148).
Esta resistencia celular adquirida no es transmisible - 
mediante la inoculaciûn de sueros inmunes, aunque si puede ser — 
transmitida mediante macrûfagos procedentes de un hospedador re- 
sistente (Dustoor y col., 83), macrûfagos que son capaces de fa— 
gocitar e impedir la multiplicaciûn de los gûrmenes (Fauve y - — 
col., 9 6 , Osebold y col., 220).
Una circunstancia a tener en cuenta en este tipo de re— 
sistencias es su falta de especificidad, y asl los animales con 
Inmunidad a Listeria presentan tambiûn un cierto grado de resis— 
tencia celular a la infecciûn por otros parâsitos intracelulares
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ant igûn ic ament e distintos en las pruebas serolûgicas (Sato y - - 
col», 2 7 0 ) habiûndose puesto de manifiesto que los macrûfagos de 
ratûn infectados con Listeria monocytogenes, son tambiûn bacteri 
cidas para Salmonella typhimurium, sin que exista ningûn anti- - 
cuerpo antisalmonella detectable en el suero (Blanden y col., —  
28).
A pesar de esta aparente inespecificidad, la resisten—  
cia del hospedador a Listeria, se parece mucho a las reacciones/ 
inmunolûgicas; esta afirmaciûn viene avalada por el hecho de que 
independientemente de la dosis infectante de gûrmenes, la activi 
dad antimicrobiana no se puede detectar en el hospedador o en —  
sus macrûfagos durante un cierto tiempo, que es el que correspon 
de al periodo de desarrollo de la respuesta inmunolûgica.
Los animales ya inmunizados pierden gradualmente su re­
sistencia adquirida, que sin embargo, se exalta enorraemente tras 
una nueva inyecciûn de listerias vivas o muertas (Mackaness y —  
col., 1 9 9 ).
Diferentes experiencias demuestran claramente que son - 
los linfocitos sensibilizados quienes protegen al hospedador con 
tra las listerias por medios indirectos. Asl, la incubaciûn de/ 
bacterias con linfocitos esplûnicos inmunes, no atenûa su efecto 
patûgeno, como lo révéla la inyecciûn ulterior de estos gûrmenes 
en el ratûn; tambiûn los linfocitos de donadores inmunizados con 
BCG son incapaces de protéger a receptores normales contra la in 
fecciûn listeriana, aunque los donadores tengan un importante —  
grado de resistencia a contraer la enfermedad.
Los linfocitos inmunes no transfieren la resistencia a/ 
la infecciûn a receptores irradiados en los que los macrûfagos - 
normales tienen una vida corta y sus precursores en la mûdula -- 
ûsea por est ar en divisiûn son notablemente radiosensibles.
Los macrûfagos de cobayas, que tienen una hipersensibi- 
lidad retardada a un antlgeno protelco, estûn dotados de una ca-
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pacidad bacterlclda aumentada para Listeria cuando el conjunto - 
de células del exudado peritoneal se cultivaron con el antfgeno/ 
protelco antes de la infecci6n in vitro (Simon y col., 290).
Todas estas experiencias indican que las células 1infoi 
des no tienen el equipo necesario para asegurar por s£ solas la/ 
resistencia celular adquirida, que no se verifies sin la presen- 
cia de macr6fagos (Touraine y col., 308).
La transferencia de macr6fagos inmunes al receptor con- 
fiere una inmunidad local que se manifiesta solamente cuando las 
listerias h an estado en contacte directe con les macr6fagos (Mi- 
ki y col., 209). Al contrario, cuando se inoculan linfocitos —  
sensibilizados junte con listerias por via endovenosa, la activi 
dad fagocitaria de les macr6fagos peritoneaies aumenta (Macka- — 
ness, 200). Cualquiera que sean los factores liberados por les/ 
linfocitos sensibilizados en presencia de antlgeno, es probable/ 
que sean responsables de la movilizaciôn de los fagocitos a ni—  
vel del foco infeccioso y de su activacidn.
Todos los mécanismes, por tante, que perturban a cual—  
qûier nivel los mécanismes de desarrollo de la resistencia celu— 
lar adquirida o la activacién de los macrdfagos a cualquier ni—  
vel, se traducen en una mayor sensibilidad a contraer la enferme 
dad.
Este puede ser el case por el que los mayores porcenta- 
jes de enfermes de listeriosis se produzcan en pacientes inrauno- 
deprimidos, y en particular en sujetos con una corticoterapia in 
tensa (Gray y col., 133, Gantz y col., 108).
Asl se ha comprobado que la inoculacidn de listerias en 
cobayas tratadas con cortisona, les provoca la enfermedad, aun—  
que de un modo natural sean refractarios a padecer la enfermedad 
(Nordland, 1.9^0, 218). En el rat6n la hidrocortisona reduce 1n 
DL50 de 1.000 a 10.000 veces (Miller y col., 212), hecho que po- 
drla ser debido seg6n Allison y col. (6) a la dificultad de movi^
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lizaci6n de los macr6fagos por la supresl6n de la dlapedesis de/ 
los leucocltos sangulneos*
Frenkel, sin embargo, opina que este incremento en la - 
susceptibilidad a contraer là enfermedad podrla deberse a la - - 
inhibici^n de la respuesta proliferativa normal del sistema retl 
culo endotelial en presencia de estimules bacterianos, o a una - 
posible disminuci6n de la destruccl6n intracelular de las liste­
rias fagocitadas.
Sobre todo, la acci6n de los corticoïdes depende de la/ 
dosis empleada; dosis normales, provocan un efecto antiinflamato 
rio perlfërico caracterizado por la supresi6n de la reacci6n cu- 
tlnea de hipersensibilidad retardada con persistencia de la capa 
cidad, por parte de las células linfoides, de transmitir la hi—  
personsibilidad retardada a un nuevo receptor, segun Cummings y/ 
col., (62); dosis m&s aitas provocan una hipoplasla del sistema/ 
linfoide con disminuci6n del ntamero de linfocitos circulantes, - 
accl6n favorecedora de la infecci6n listeriana que se ha compro^ 
bado la producen también los agentes alquilantes y algunos anti- 
mitôticos.
Se ha visto que,en ratones Infectados por listerias la/ 
administraci6n de Vimblastina durante las primeras horas de la - 
lnfecci6n impide el desarrollo de la resistencia celular adquirdL 
da, e inhibe la infiltraci6n celular a nivel del foco infeccioso 
segûn North (229).
El desarrollo de la resistencia celular tambiën se su—  
prime con inyecciones de Ciclofosfamida, 6 Mercaptopurina y con/ 
dosis continuadas de Metotrexato; sin embargo, el tratamiento —  
por Ciclofosfamida, Vimblastina o Metotrexato de 4 a 7 dia antes 
de producir la infeccl6n, produce un aumento paradéjico de la re^  
sistencia a la infecciôn, segun Tripathy y col., (310).
Circunstancias todas, por las que quedarla explicado fe^  
hacientemente el hecho incuestionable observado por muchos auto—
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res, que en ciertas enfermedades comot Hodgkin, Linfosarcoma, Re 
tfculosarcoma, Leucemia linfoide crénica, etc., que se acompa—  
flan de un déficit inmunitario agravado por los tratamientos citjo 
téxicos, corticoterapia y radioterapia, as£ como todos aquellos/ 
procèsos de trasplantes en que se necesiten fuertes tratamientos 
inmunodepresores, la incidencia y prevalencia de la enfermedad - 
es muchlsimo més aita, segén Touraine y col., (309), Gray y - - 
col., 1 . 9 6 6 (1 3 3), Brennaas y col., 1.959 (40), entre otros.
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III. 2. PATQGENICIDAD Y ENFER2>1EDAD EXPERIMENTAL
La patogenicidad de los microorganisraos del génère Liste- 
ria es muy variable, ya que depende de una gran diversidad de - 
condiciones (Gray y col., 133).
En lineas générales podemos afirmar que Listeria monocyte 
genes (al menos las cepas hemollticas) es patégena para una - - 
gran variedad de animales, pudiendo cursar con una sintomatolo- 
g£a diversa, que incluye encefalitis, meningitis, conjuntivitis, 
neumonla, abortos, septicemia, endocarditis, abscesos y proce—  
SOS purulentes localizados (Seeliger, 278).
Listeria denitrifleans puede ser patégena para el ratén y 
la rata tras la inoculacién intrâperitoneal. L. grayi normal—  
mente no es patégena ni siquiera para el ratén tras una inyec—  
cién intrâperitoneal o intradural, aunque la inoculacién intra- 
peritoneal de 5.10^ gérmenes de la cepa C 57/ Leaden puede resu^ 
tar virulenta para el ratén de 20 g.
L. murrayi no es patégena para el ratén por via intraveno 
sa, ni por via intrâperitoneal con un inéculo de 10^ células —  
(Bergey's Manual 43). Sin embargo, y pese a los dates de ante­
rior referencia, pasé mucho tiempo antes de que se llegara a re^  
producir experimentalmente las lesiones y sintomas meningoence- 
faliticos que se conocen en la enfermedad natural, tanto en ru- 
miantes como en monogéstricos. De modo fortuite se conseguia - 
a veces con inyecciones intranasales, intracarotideas o instil^ 
ciones conjuntivales, pero sin conseguir repetibilidad en los - 
resultados (Asahi y col., il, Graham y col., 119, Gray y col.,/ 
123 y 129).
Gray y col. (126) consiguieron en 1.952 reproducir los —  
sintomas de meningoencefalitis pura, que se produce en rumian—  
tes, practicando para ello una inoculacién simulténea de L . mo­
nocytogenes por via intracerebral y Clortetraciclina por via —
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intravenosa, a la dosis de 5 mg/Kg de peso. En estas circuns—  
tancias las listerias se multiplican en el cerebro sin extender 
se al resto del organisme, debido probablemente a la accién in- 
hibidora de la Tetraciclina.
Sin embargo, fueron Olson y col. en 1.957 (225), quienes/ 
de un modo mSs natural consiguieron reproducir este cuadro en - 
rumiantes al aislar de la sangre de rebanos de ovejas enfermas/ 
de listeriosis y en los gangllos linfâticos y sangre de vacas - 
afectadas por la enfermedad de las mucosas, un agente que deno- 
minaron: "Listeriosis-Enhancing-Agent” (LEA).
Este agente exaltante de la listeriosis (LEA), de natura- 
leza aun no bien definida, al ser inoculado por via intranasal/ 
junto con un cuitivo de L . monocytogenes, originaba un cuadro - 
de encefalitis en al menos un 85» de los animales expuestos.
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III.3. VACUNAS
Como ya quedé expuesto en el capitule de Blologla de la 
infecclén listeriana, parece tôtalmente évidente que para conse­
guir una cierta inmunidad por parte de los animales frente a la/ 
listeriosis, asl como frente a otras infecciones producidas por/ 
parésitos intracelulares, se hace necesario padecer de alguna —  
forma la infecclén (Hasenclever y col., 144, Jenkin y col., 164), 
ya que las inoculaciones con gérmenes muertos no parecen ser es­
paces de desarrollar resistencia celular adquirida (Hobson, 146, 
Holland y col., 148).
Asl mismo, la resistencia a la enfermedad parece que no 
se transfiere mediante la inoculacién de suero de animales inmu­
nes (Osebold y col., 230, Miki y col., 209). Por lo que, la uni 
ca posibilidad préctica de conseguir una cierta inmunidad en los 
sujetos receptibles, parece ser que es mediante la inoculacién - 
con vacunas vivas. Ahora bien, el empleo de este tipo de vacu—  
nas de forma masiva, tropieza con grandes restricciones por par­
te de las autoridades sanitarias de algunos palses, hasta el pun 
to que segén nuestras referencias, no se han ensayado vacunas vi 
vas atenuadas en prueb^s de campo mis que en unos cuantos pai­
ses del bloque socialists europeo, destacando el programs de va- 
cunacién del ganado ovino que se sigue en Hungrla, bajo los au£ 
picios del Profesor Ivanov (158). En este pals, se han vacunado 
2.10^ ovejas durante los aflos 1.980 y 1.981, no observSndose nin 
gén tipo de lesién ni en ovejas prefiadas o en lactacién, ni en - 
corderos, habiendo conseguido hacer descender el Indice de liste^ 
riosis de los rebaflos vacunados,“desde el 10^ al 0,1^.
También h an puesto en marcha una técnica demostrativa - 
de  ^a inmunidad producida por las cepas vacunales, mediante ins- 
tilaciones en la conjuntiva de cobayas y conejos, primero de la/ 
cepa vacunal y a los 8 dlas de cepas patégenas de L. monocytoge-
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nés produciendose una Inmunidad local en el ojo tratado con la - 
vacuna (Ivanov y col,, 154).
Ultimamente se vienen probando también, aunque a tltulo 
experimental en animales de laboratorio, vacunas inactivadas por 
calor de algunas cepas de listerias junto a adyuvantes polianié- 
nicos, T si bien esté largamente probada la no inmunizacién de/ 
los animales inoculados con listerias muertas, la adiccién de 1^ 
popolisacéridos, sulfate dextrano y suramina parece ser que mues 
tra cierto efecto positive, favoreciendo la inmunizacién,sopor—  
tando los animales tratados por este sistema la inoculacién de - 
hasta 20 veces la dosis létal cincuenta de la misma cepa.
El coadyuvante complete de Freund parece no tener nin—  
gén efecto al respecte (Van del Meer y col., 205, Van Dijk y - - 
col., 74).
41
III.4. FÜENTES Y VIAS DE LA INFECCION
A pesar de los grandes avances en el campo dlégnostico/ 
sobre listeriosis y los logros obtenidos en el campo de la tera- 
pia antimicrobiana, la listeriosis sigue siendo una enfermedad - 
potencialmente peligrosa en el mundo occidental para el hombre y 
los animales domésticos, donde cada ano son més numérosas las co 
mimicaciones sobre afectados, muertos y leslonados irreversible- 
mento por esta enfermedad.
Veintisiete anos h an transcurrido ya des de que el profe^ 
sor Seeliger propusiera un primer esquema sobre la epidemlologla 
de esta enfermedad, que empezaba a preocupar por entonces a las/ 
autoridades sanitarias de los diverses palses, y hoy por hoy si- 
guen sin despejarse la mayorla de los interrogentes por él plan- 
teados (cuadro n® 2), y asl en 1.982, el mismo Seeliger (285b),/ 
piantea un nuevo esquema epidemiolégico (cuadro n® 3), en el que 
junto a hechos muy probados coexisten lagunas y puntos oscuros - 
en los distintos mecanismos de transmlsién y mantenimiento de la 
enfermedad, quedando sin explicacién detalles a primera vista —  
tan simples, como es el que los brotes epidémicos tengan lugar - 
en distinta época del ano para el hombre que para los animales,/ 
o qué factores deben conjuntarse para que en unos casos se desa- 
rrolle la enfermedad y en otros no.
S in embargo y a pesar de la gran ubicuidad de los raicro^  
org? ismos del género Listeria, la enfermedad suele ser esporâd^ 
ca o suavemente endémiea con una incidencia baja. De ahl que - - 
Simpson en 1.971 (291) les calificara como agentes oportunistas, 
por ello hoy dia se consideran casi con mayor interés los facto­
res predisponentes de la enfermedad que la simple presencia de - 
listerias en det e rmin ados sustratos, y  esta es la razén por la - 
que Seeliger en 1.972 (281) propusiera la consideracién para es­
tes microorganismos de epifitos y no de verdaderos parésitos.
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En numerosos trabajos y como ya ha quedado expuesto, se 
han encontrado listeriosis cllnicas en 50 especies de mamlferos/ 
y aves, y se h an aislado listerias de reptiles, peces, crustd—  
ceos, artrôpodos, sanguijuelas, caracoles y otros moluscos, - - 
efluentes y suelo.
En Areas endAmicas se han descrito titulos de aglutlna- 
ci6n en suero superiores al 84% para el ganado vacuno, 43^ para/ 
los cerdos, 35% en las ovejas y 40^ en el hombre (Blischerova y/ 
col., 86).
La mayorla de los autores coinciden unanimemente en que 
el ndmero de portadores fecales en las distintas zonas y espe- - 
cies excede del IO5S, aislAndose frecuentemente de ganglios mesen 
téricos de vacas, cerdos y ovejas "normales". Siendo los pAja- - 
ros, zorros, roedores y otros animales salvajes quienes juegan - 
el papel mis importante en la diseminaciAn del gérmen.
Las aves domésticas criadas intensivamente constituyen/ 
un reservorio importante, bien por ellas mismas o a travAs de la 
yacija y excrementos.
Durante un tiempo se considéré que habla un riesgo ocu- 
pacional importante en relaci6n con la probabilidad de contraer 
la enfermedad por parte de carniceros, empleados de raataderos de 
polios y profesionaies del sector pecuario, y asl, en un trabajo 
de Osebold y col. en 1.955 (228b) se observé que un grupo de ve- 
terinarios en California poselan tltulos aglut in antes importan­
tes en un 77%, aunque Kampelmacher y col. en 1 .9 7 2 (168) alsla—  
ron Listeria monocytogenes en porcentajes parecidos tanto en las 
heces de trabajadores de un laboratorio, como de las heces de - 
oficinistas,por lo que se deduce que deben existir factores de - 
susceptibilidad especiales por parte del hospedador, o de viru—  
lencia por parte del gérmen, para contraer la enfermedad, pues - 
se ha comprobado ademAs, que el contacte con los polios y la in- 
gestién e inhalacién del material contaminado por tierra y heces
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incrementa el numéro de portadores, pero no el numéro de enfer—  
mos sintomAtlcos (Hyslop, 1.974, 153).
Por otra parte, las cepas aisladas de las heces suelen/ 
diferir bioqulmlcamente y serolégicamente, y presentan menor vl- 
rulencla que las aisladas de focos infecciosos (Kham y col., - - 
181).
No obstante y a pesar de lo expuesto, debemos conside—  
rar la parte distal del intestine de los animales homeotermos co 
mo un reservorio importante de los microorganismos de este géné­
ré.
Como factores predisponentes en la infeccién cllnica se 
han mencionado muchos. Entre los mAs importantes y mAs amplia—  
mente reconocidos podemos mencionar las enfermedades intercurren 
tes, el estres y la gestacién; este éltimo de mAxima importan —  
cia como factor potencial para el padecimiento y transmisién de/ 
la enfermedad aén en animales aparentemente sanos. Asi no es ra­
re observar en ovejas recién paridas edema en los cotiledones y/ 
ligeras placentitis, aunque se considéra como fuente mAs proba—  
ble del aborto una infeccién del liquide amniético, via arteria 
uterina y aspiracién del microorganismo por el feto segûn Njoku/ 
y col. (2 1 7b).
En cuanto a las variaciones estacionales de portadores/ 
inaparentes y enfermes, en el ser humane se ha observado que en/ 
los paises fries y templados se producen incrementos importantes 
en verano tanto en el némero de enfermes como en el percentaje - 
de portadores (Hyslop, 153), sin duda debido a una mayor concen- 
tracién de los efluentes y a exict-ir en el medio ambient e una m^ 
yor arga de polvo y aerosoles. En los animales, sin embargo, - 
estes incrementos se producen a finales de invierno y comienzos/ 
de primavera.
En este sentido, en un estudio realizado por Ivanov en/ 
Bulgaria sobre el estado de la enfermedad entre los anos 1.961 y
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1,9 7 6 , se observa que entre los meses de febrero y mayo se produ 
cen mAs del 80SJ de los casos, conslderando en verano la inciden­
cia como minima (Ivanov y col., 157). Las causas de esta situa- 
cién podrlan explicarse por una alimentacién de peor calidad y - 
mAs contaminada durante estos periodos, asl como por el cambio - 
de alimentacién durante la primavera.
Para resumir, Hyslop propone como causas desencadenan­
tes de la enfermedad en los palses de nuestra Area, junto con —  
las ya aducidas, el "stress" provocado por el frlo, por la esta- 
bulacién, por el parto y otros tipos de "stress" diverses que se 
han seHalado, como son las molestias digestivas y procesos ente- 
rotéxicos provocados por B. coli (Rolle y col., 264).
También se han sefialado como causas predisponentes, la/ 
aparicién en esta época de enfermedades vlricas intercurrentes,/ 
como la rinotraqueitis y algunas enfermedades producidas por vi­
rus del tipo parainfluenza-3 y herpesvirus, que suelen ser en—  
zoéticos en la mayorla de los palses y que al lesionar las muco 
sas y producir una disminucién de las defensas, incrementan la - 
receptividad de los animales a contraer la enfermedad.
Nada despreciable tampoco debe ser la aportacién de tA— 
banos, moscas, pulgas, garrapatas y otros insectos hematéfagos - 
en la diseminacién, propagacién y mantenimiento de la enfermedad, 
pues en numerosos trabajos se ha puesto de manifiesto la presen­
cia de L. monocytogenes en el tracto gastrointestinal de estos - 
insectos (Demyanchenco y col., 70), e incluso la reproduccién de 
las listerias en la sangre succionada por algunos hematéfagos, - 
manteniendo hasta 6 meses e incrementando incluso la virulencia/ 
de la cepa absorbida por ellos (Harbov y col., 139 y 140).
Otro medio importante para el mantenimiento de la enfer 
medad lo constituyen las aguas residuales, efluentes, barro, - - 
hierba, heno y ensilados,en lôs que son capaces de sobrevivir las 
listerias hasta 10 anos, e incluso con buenas condiciones de hu-
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medad y temperatura,de reproducirse (Elischerova y col,, 87 y —  
Dlkstra, 75).
La presencia de microorganismos del género Listeria en/ 
el ensilado, se ha considerado desde siempre como causa directa/ 
de los brotes epidémicos de listeriosis en ovejas y vacas (Olson 
y col., 2 2 3 , Gray, 131, Blenden y col., 29). Circunstancia que/ 
se ve corroborada tras la experiencia de Nicholas y col, en 1972 
(2 1 6), en que un brote en un rebaflo de ovejas alimentadas con en 
silado de mafz, desaparecié tras la interrupcién del suministro, 
recomenzando al suministrar el ensilado. Con posterioridad ha s^ 
do también sedalado por Loken y col. en I.9 8 I (194) en Noruega - 
en un rebaflo de vacas aliment ado con forraje.
La presencia de microorganismos del género Listeria en/ 
el ensilado, se ha observado que es realmente aita y su correla- 
cién con la enfermedad es desde luego évidente, no conociéndose/ 
todavfa suficientemente el mecanismo por el cual se desarrolla - 
la listeriosis en unos casos y no en otros.
En Holanda el 30Ç? de los rebaflos en que se produjeron - 
brotes epidémicos estaban alimentados con ensilados que conte- - 
nlan L. monocytogenes (Dijkstra 1.965 citado por Hyslop, 153).
Lo probable es que las listerias se encuentren en la hierba al - 
ser cortada, y un mal almacenamiento y un pH inadecuado (6,5 o - 
mayor) favorezcan su multiplicacién. Es mucho més frecuente la/ 
aparicién de listerias en silos de tipo zanja y trinchera que en 
los de tipo torre, posiblemente por una mayor contaminacién con/ 
tierra y material fecal en el momento de su almacenamiento, aun­
que también se han aislado de los exudados de silos torre, y se/ 
ha producido la enfermedad en granjas con este tipo de silos; — « 
acaeciendo los brotes cuando se estaba alimentando el ganado con 
el ensilado humedo y de baja calidad de las cepas inferiores. - 
Por este mot ivo y porque la simple alimentacién del ganado con - 
ensilado contaminado no es causa suficiente para producir la en-
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fermedad, se p lens a que deben exlstir otras causas prédis ponen—  
tes.
En cuanto a las condiciones climAticas, se ha observado 
que la incidencia en los trépicos es menor que en los palses - - 
templados, a pesar de que exist an un as condiciones higiosanita—  
rias mAs déficientes y una mayor exposicién a insectos hematéfa- 
gos. La razén de ello parece residir en las condiciones ambien- 
tales y de manejo, mAs que en una resistencia especial del gana­
do autéctono, con un tipo de explotacién extensive y en conse— — 
cuencia con menor hacinamiento de los animales, peores comunica— 
ciones, ausencia de "stress" por frlo (aunque teoricamente el ga_ 
nado vacuno soporta mejor temperaturas bajo 0@C que superiores a 
27^C), alimentacién con pastes y no con ensilados y faita de me- 
dios diagnéstices sobre todo, ya que me ha comprobado que el - - 
55,3% de los sueros remitidos de Africa del Sureste para control 
rutinario de otras enfermedades poselan tltulos altos frente a - 
L. monocytogenes, circunstancia que parece indicar que parte de/ 
los animales muestreados si hablan tenido contacte con L. monocy 
togenes (Hyslop, 153).
En cuanto a la edad de los animales afectados, se ha ve^  
rificado que en el ganadb europeo se produce una mayor inciden—  
cia antes del aflo. Es frecuente en animales de hasta cuatro - — 
afios y medio y muy rara en los de mAs de se is ados, mientras que 
en los cebuinos es rara en animales mayores del ado.
En los palses tropicales con rabia endémica, el diagnés^ 
tico diferencial entre rabia y las formas meningoencefallticas - 
de listeriosis segén Averi y col. (12), supone un problems impor 
tante, pues incluso ambas enfermedades pueden padecerse de forma 
simultAnea (Gray y col., 126, Weis, 320).
Otro método de contagio nada despreciable es a través - 
de la secreccién lActea. En este sentido, aunque la mayorla de/ 
los fetos humanos y animales se infectan en el utero, no es raro
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que animales nacidos sanos contraigan listeriosis mortales 7 - - 
dlas después del nacimiento (Jack, 160).
Wramby en 1.944 (326) y Hyslop y col. en 1.959 (151) —  
aislaron listerias de la leche de vacas aparentemente sanas y —  
postularon que las listerias podrlan aparecer en la glAndula ma- 
maria con posterioridad a una bacteriemia, e incluso, persistir/ 
durante varias lactaciones de forma intermitente. Schultz en —  
1 . 9 6 7  (2 7 6 ) recolecté leche de 1.004 vacas, encontrando L. mono­
cytogenes en 10 de ellas que perteneclan a 8 de las 25 vaquerlas 
muestreadas; entre las portadoras sélo 2 manifestaban ligeros —  
sIntornas de mamitis. Con posterioridad estos resultados han si- 
do corroborados por Vizcaino y col. en 1.974 (313) en Cérdoba, - 
Jansen y col. (162) y Sipka y col. (292), entre otros.
Aunque se ha comprobado la transmisién del gérmen a tr^ 
vés de la secreccién lActea, no se ha podido demostrar de modo - 
claro y fehaciente la transmisién de la enfermedad en nidos y —  
animales. Con fuertes dosis infectivas por via digestive se ha/ 
evidenciado en ratén y cobaya, una colonizacién intestinal a ni­
vel de las plaças de Peyer, difundiéndose con posterioridad los/ 
gérmenes al hlgado y al resto del organisme, dan do lugar a micro^
abscesos, sobre todo en el hlgado.
No se ha conseguido reproducir la enfermedad en terne—  
ros a los que se les suministraba la leche contaminada via sonda 
gAstrica o por inyeccién intrarruminal.
Se ha sugerido por Asahi y col. (11), Oison y col. - - 
(2 2 5 ), Gray (128) y Borman y col. (35), que la enfermedad menin­
goencef Alica se producirla por una contaminacién de heridas pré­
existantes en la cavidad bucal, ascendiendo el germen hasta el - 
cerebro por las ramas del trigémino.
AdemAs de las rut as expuestas se ha sefialado que la in­
feccién puede sobrevenir a una contaminacién por aerosoles bien/
de leche, polvo o de otros liquides contaminados que alcanzan la
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cavidad nasofarlngea y que acceden al cerebro por via transetmoi 
dal a través del primer par cranealj la inhalacién de goticulas/ 
se ha observado en lactantes glotones que al mamar aspiran leche, 
y para demostrarlo Hyslop en 1.961 (152) realizé un experimento/ 
con 15 temeros sin anticuerpos antilisteria détectables en el - 
suero, a los que hizo inhalar un aerosol de leche contaminada —  
con L» monocytogenes serotipo 4, aislada de un caso de encefali­
tis. Antes de las 4 semanas, 3 terneros hablan contraldo la en­
fermedad de forma meningoencefalltica, uno mAs en forma encefall 
tica y de otro se aislaron listerias sin observarse sintomatolo- 
glà alguna. En el estudio en ningén momento se inocularon a los 
animales con LEF.
Aun con estos datos la contaminacién a través de los pa 
res craneales 1 y 5 no parece ser con mucho exclusive, ya que en 
el ratén se ha evidenciado también una fase neuménica tras la in 
halacién, dependiendo la gravedad de la infeccién de la dosis in 
feetante (Truitt y col., 312); tampoco estA descartado que tras/ 
la inhalacién pueda haber una fase epitelial del tipo de la des- 
crita por Racz y col. en 1.974 (247).
Bn cualquier caso, lo cierto es que el consume de leche 
cruda de vaca énicamente se produce en Areas rurales y palses 
subdesarrollados, y el tratamiento térmico minimisa cl riesgo —  
por parte de los consumidores humanos.
Es precise recorder, no obstante, que los microorganis­
mos del género Listeria, son unos de los mAs resistentes al tra­
tamiento térmico, dentro de los gérmenes no esporulados, ya que/ 
tienen una cierta resistencia a sobrevivir a tratamientos de - - 
6l,7®C durante 35 minutes (Beams y col., 18), no teniendo por - 
qué ser mAs efectivos los modernos tratamientos HTST. En caso - 
de sobrevivir al cheque térmico, las condiciones de almacenamien 
to a baja temperatura favorecerlan el desarrollo de estos micro­
organismos .
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Con todo y a pesar de la ubicuidad del germen, de su —  
resistencia y de sus posibilidades de contagio, parece que la in 
cidencia de la enfermedad, adn siendo preocupante, no alarma de/ 
momento a las autoridades sanitarias, debido quizAs a que la ma­
yorla de las cepas "ambientaies" parecen no ser patégenas (Khan/ 
y col., 1 8 1). Aunque mAs bien deberlamos hablar, tras los trab^ 
jos de Manev y col. en I.9 8I (202) presentados en el éltimo Con- 
greso de Listeriosis, de cepas de aita y baja virulencia, no pa- 
reciendo de momento ser necesarla la medida sugerida por el pro­
fesor Mero (2 0 7 ), también en este éltimo Congreso, de tratar qu^ 
mica o térmicamente todas nuestras aguas residuales para dismi—  
nuir la prevalencia de la enfermedad.
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IV. MATERIAL T METODOS
IV. 1. HÎTRODUCCION
El presente estudio tiene au origen en un proyecto de/ 
investigacién sobre el grado de contaminacién de nuestro ganado 
de abasto por las distintas especies de microorganismos del gé­
nero Listeria, llevado a cabo en nuestro Depart amento, a partir 
del aflo 1.977*
Durante el desarrollo de dicho trabajo, fueron cobran- 
do una nueva dimensién algunos aspectos parciales del tema en - 
estudio.
Uno de ellos, el principal tal vez, se refiero a la —  
problem!tica de aislamiento de los distintos microorganismos —  
del género, que nos puso de relieve la conveniencia de modifi—  
car ligeramente las técnicas clésicas de recogida y asilamiento 
de estas bacterias.
Una vez superado este escollo inicial, el trabajo se - 
centré en la realizacién del muestreo y la tipificacién bioqul- 
mica de las distintas estirpes conseguidas.
El presents trabajo pues, podriamos dividirlo en très/ 
partes netamente diferenciadas:
La primera etapa se inicié en el aflo 1.977, y en ella/ 
se encuestaron los medios y técnicas de cuitivo descritos en la 
bibliografla, a fin de evaluar la eficacia del método a emplear 
(Suérez, Dominguez y Mamolar, 302, 303).
La segunda etapa comprends desde el ado 1.977 hasta fi 
nales de 1.980, en la que se procèsaron 1.100 muestras de heces 
ovinas, 750 bovin as y 234 sueros de ambas especies, todas ellas 
recogidas en mataderos de animales que no presentaban ningun ti 
po de lesién anatomopatolégica. Al mismo tiempo se continué —  
con la caracterizacién de los distintos microorganismos del gé-
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nero y se conslguié poner a punto una técnica analltica que per 
initié optimizar los resultados de los aislamientos.
La tercera y dltima etapa concluida en Enero de 1,982/ 
se comenzé a finales del ano 1,980 y consistié en el anAlisis — 
sistemAtico y continuado durante un ano de un rebario de ganado/ 
lanar, de unas 300 cabezas, en el que no se habla dado brote al^  
guno de listeriosis, y que no habla sufrido ningén tipo de tra­
tamiento antibiético sistemAtico en el ano anterior a la toma - 
de muestras. Aplicando ya la nueva metodologla de aislamiento/ 
desarrollada en el Depart ament o , asl como la técnica habituai — 
para, en su momento, si era posible, poder extrapolar résulta—  
dos. Al mismo tiempo y como los animales permaneclan vivos, po 
der seguir la evolucién en caso necesario de los portadores.
Asl mismo, en las très etapas todas las cepas aisladas 
fueron sometidas a un estudio bioqulmico y de sensibilidad a —  
distintos antibiéticos, asl como de patogenicidad para distin—  
tas especies animales.
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IV.2. LUGAR DE TRABAJO
El trabajo que présentâmes se llevé a cabo prActleamen 
te en su,totalldad en las dependenclas del Departamento de Ml—  
croblologla de la Facultad de Veterlnarla de Madrid, con los 16 
gicos desplazamientos para las tornas de muestras y observacién/ 
de los animales encuestados, que se realizaron en el matadero — 
municipal de Madrid (Legazpi) y en un rebaflo de ganado ovino de 
la zona nordeste de la provincia de CAceres.
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IV.3. MATERIA LES
Como material de laboratorio se utilizé el propio de - 
un laboratorio de microbiologla en este tipo de trabajos: fras- 
cos de vidrio estériles, neveras portAtiles, estufas a varias — 
temperaturas, autoclaves, hornos Pasteur, tubos de ensayo de di 
versos diAmetros, plaças de Pétri, matraces de diverses tamanos, 
agitadores calentadores mAgneticos, asas de platino, pipetas de 
diverses graduaciones, balanzas, microscopies, material de ne—  
cropsia, diverse material de inoculaciones, incluso trépanes y/ 
trécares, jaulas para animales de laboratorio, etc.
Un instrumente bAsico y de gran utilidad, hasta el pun 
te que se nos hizo imprescindible para trabajar en la seloccién 
de las presumibles colonias de listerias, lo constituyé el equJL 
po de la lupa binocular estereoscépica Wild 376788 con su equi­
po fotogrAfico. Asl mismo para los trabajos de ultramicroscopla, 
utilizamos un microscopie Jeol mod. lOOB, un vaporizador Jeol - 
Jee 4B y un ultramieretomo IKB Ultratome III. Los medios y - - 
réactivés empleados fueron los siguientes;
Equipes de tincién por Gram, equipos de tincién simple, 
solucién Ringer, solucién salina, medios de recogida, enriquec 
miento y aislamiento, caldo levadura glucosa lemco, agar san- - 
gre, solucién Mayer-Croft, solucién Alsever, medio semisélido - 
para movilidad, medio de reduccién de nitratos, suero de Loe- - 
ff1er, agua de peptona, discos de beta-galactosidasa y tiras —  
"pathotec" de oxidasa, agua oxigenada a 30 volumenes, leche tor^  
nasolada, leche con azul de metileno 0,1%, medio para fermenta- 
cién de azécares, réactives de Griess-Ilosvay, Kovacs y Barritt,'’ 
medios para las distintas pruebas de inhibicién y medio para —  
comprobar hidrélisis de gelâtina y almidén, sueros antilistcria • 
de distintos tipos, incluso marcados con fluoresceina, antigè­
nes somAticos de distintos serotipos y especies de listeria, ce^
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pas de referenda remit id as por los profesores Seeliger e Iva—  
nov, animales de laboratorio (ratones, cone jos, cobayas y cricje 
tos), asl como dietas equilibradas para los mismos.
Las incubaciones se realizaron en unos mArgenes de - - 
temperaturas que oscilaron entre los 4®C y 409C y las sustan- - 
cias que lo requirieron so mantuvieron en nevera a 4®C o en con 
gelacién a -28flC.
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IV.4. METODOS GENERALES DE AISLAMIENTO 
TV.4.1. Primera etapa
En esta primera etapa y con el objeto de estudiar el - 
comportamiento de las listerias en los medios de cuitivo reco—  
mendados por la extensa bibliograf£a, y poder llegar a una con­
clusion valedera de nuestras condiciones de trabajo en cuanto a 
la utilizacién de sustancias inhibidoras, temperatura y tiempo/ 
de crecimiento, decidimos reproducir las condiciones de un co—  
procultivo al que previamente se habla inoculado con listerias. 
A continuacién sometimos a ensayo los medios de cultive de mAs/ 
amplia difusién y aval bibliogrAfico.
El esquema general del trabajo fué el expuesto en el - 
cuadro ndmero 4.
Las heces se recogieron en el Matadero Municipal de —  
Madrid (Legazpi), procédantes del dltimo tramo del recto de ga­
nado bovino. Opérande en condiciones asépticas, se recogié una/ 
cantidad aproximada de 10 gramos por animal, distribuyéndose —  
partes alicuotas en nueve tubos, très para cada uno de los si-- 
guientes medios:
Agua de peptona ramnosa, Caldo triptosa fosfato y Cal­
do triptosa fosfato Acide nalidlxico.
Una vez en el laboratorio, los tubos fueron inoculados 
con 1 ml de una suspensién de listerias. Los homogenizados de/ 
listeria se prepararon con cepas de Listeria monocytogenes beta 
hemollticas y no hemollticas de los serotipos i/2a y 4a, respec^ 
tivamente, después de practicar una serie de diluciones que con 
tamos sobre plaça por el método de Miles y Misra (cit. por - - 
Gaston, 110).
De las diluciones que contenlan aproximadamente 8.10^ 
células, tomamos 1 ml que lo sembramos en 6 de los 9 tubos reco
si
C UADRO N94: SISTEMATICA DURANTE L A  PRIMERA E TAPA
H E C E S  
Recogida en
y^ gua de peptona ramnosa “■Caldo triptosa fosfato nalidixico
Caldo triptosa fosfato
Inoculacién de 8.10 L. monocytogenes 
Incubacién a 45C, 48 h.
Siembras en medio de enriquecimiento ( Des pierres) 
Incubacion a 45C y a 155C
Aislamiento sobre
Agar sangre nalidfxico^ Agar telurito nalidfxico
Agar ramnosa Acido nalidfxico polimixina B
Incubacion a 375C, 18-24 h.
Observacién de colonias con lupa estereoscépica 
Seleccién de colonias sospechosas y resiembra en los medios de procedencia
Pruebas Bioqufmicas
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gidos de cada animal ( 1 por cada cepa y medio respectlvamente), 
reservando un tubo de cada medio como testlgo ante la poslblll- 
dad de que las heces en orlgen pudleran contoner listerias; los 
tubos asl Inoculados permanecleron a 4 ®C hasta su reslembra,
Enrlqueclmlento: Transcurrldas 48 boras desde la toma/ 
de muestra, transferlmos aseptlcamente 1 ml de cada medio de re 
coglda al medio de enrlqueclmlento propuesto por Desplerres - - 
(7 1 ), el cual fu4 Incubado a 4®C y 15®C.
Una vez transcurrldos I5 dlas desde la lnoculacl6n en/ 
el medio de enrlqueclmlento, procedlmos a efectuar alslamlentos 
semanales a lo largo de 9 sémanas sobre Agar sangre âcldo nall- 
dlxlco. Agar telurlto potüslco 4cldo nalldlxlco y Agar ramnosa/ 
pollmlxlna B âcldo nalldlxlco (Desplerres, 71)»
IV,4 .2 . Segunda etapa
Durante esta fase se recogleron 1.100 muestras de he—  
ces de orlgen ovlno, 750 de orlgen bovlno y 2 34 sueros de ambas 
especles. En esta etapa utlllzamos ya los medlos y tëcnlcas —  
que nos hablan rendldo mejores resultados en la etapa anterior/ 
y al mlsmo tlempo segulmos trabajando en el perfecclonamlento - 
de los mlsmos,
El esquema de trabajo pue de resumlrse segfSn se expone/ 
en el cuadro numéro 5«
Recoglda de muestras: Aprovechando la cadena de traba­
jo del matadero y en condlclones lo m5s aséptlcas poslbles, re- 
coglamos en la zona de sangria, en matraces prevlamente calent^ 
dos para evltar la hem6llsls, entre 2 5-30 ml de sangre por ani­
mal, despreclando las primeras y las ultimas porclones, asignân 
doles un determinado numéro de referenda.
Ta en la zona de evlsceracl6n, reallzamos la recoglda/ 
de heces de los ultlmos tramos del recto, con un guante estêril
C U A D R O  N9 5: SISTEMATICA DURANTE L A  S E G U N D A  E T A P A
A N I M A L
S A N G R E  H E C E S
Titulacion Recogida en agua de peptona con
ramnosa y cloruro sodico.
Incubaciôn a 4®C 48 h.
Siembras en medio de enrique - 
cimiento a base de;
- Azul de metileno
- Peptona
- Cloruro sodico
- R a m  nos a
- Acido nalidixico
Incubacion a 4®C 35 dias
Siembras en Agar sangre acido 
nalidixico (Beerens 1966)
Agar suero nalidixico tripaflavina 
(Ralovich 1971).
Incubaciôn a 37®C 18-24 h. 
Selecci6n de colonias mediante luz 
oblicua (459) segun los métodos de 
transiluminacion ^C’^ay) y epiilumi- 
nacion en lupa estereoscopica.
Cultivo de las colonias sospechosas 
en Agar sangre acido nalidixico.
. I .  .
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de un solo uso, depositIndolas en tubos que contenlan Agua de - 
peptona ramnosa y cloruro s6dico, a raz6n de un gramo aproxima- 
damente por 20 ml del medio.
Asl mlsmo, controlamos la lnspeccl6n sanitaria de los/ 
animales objeto del muestreo, con el fin de observar las posl—  
bles anomallas anatomopatol6glcas que pudleran presentar. Una/ 
vez en el laboratorlo, las heces se resembraban en el medlo de/ 
enrlqueclmlento con ramnosa, azul de metlleno, peptona, pollml-» 
xlna B y Scldo nalidixico (Desplerres, 71), llevSndolas a incu- 
bar a 4®C por tlempo variable y hasta sels meses como mlxlmoj - 
los alslamlentos se hlcleron sobre Agar sangre nalidixico (Bee­
rens y col., 19) y Agar suero nalidixico tripaflavina (Ralo—  - 
vlch, 2 4 8 ) y la lncubacl6n a 37®C durante 24 horas.
XV.4»3. Tercera etapa
En esta tercera etapa se pretendl6 un anSllsls slstem^ 
tlco de un rebado de unas 300 ovejas sln hlstorla présenté ni - 
pasada de listeriosis; para ello se muestrearon un total de 100 
ovejas (33,3% del rebano) de forma continuada, apllcando ya la/ 
nueva metodologla que se habla venldo ensayando en el laborato­
rlo, asl como la t^cnlca utlllzada en la segunda etapa, con el/ 
fin de poder comparar entre si los resultados obtenldos.
De forma esquemltlca podemos resumlrla en el cuadro nu
mero 6.
Recoglda de muestras: Las heces recogldas del ultimo/
tramo del recto con un guante de plSstlco estërll de un solo —  
uso y en cantldad aproxlmada de un gramo, se depositaban en los 
reclplentes que contenlan 20 ml de los medlos A y B de recoglda 
que tlenen como unlca fuente hldrocnrbonada la trehalosa y - - 
ramnosa, respectlvamente, estando levemente tamponados con fos- 

























te el transporte, permanecleron a 4SC.
Una vez en el laboratorlo se procedl6 a homogenelzar •* 
medlos y heces, transfIrléndose aseptlcamente 4 ml del medlo A 
al medlo C de recoglda, que contlene como fuente hldrocarbonada 
escullna y se colocan todos a Incubar a 4®C. Pasadas 24 horas/ 
transferlmos 2 ml del medlo de recoglda A a los medlos de enrl­
queclmlento A, B y C, que se colocaron a Incubar a 22@C, perraa- 
neclendo los medlos de recoglda a 4-C. Los alslamlentos comlen 
zan sobre los medlos A , B y C de alslamlento, ya a las 72 horas 
de la recoglda de muestras y repltlëndolos cada 7 6 15 dias se- 
grSn los cas os « La lncubacl6n se practlc6 a 22@C durante 48-72 
horas.
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IV.5. MEDIOS DE CULTIVO
Los medlos utlllzados en la recoglda, enrlqueclmlento/ 
y alslamlento, son los tradlclonales para este tlpo de estudlos 
(Ralovich y col., 249, Desplerres, 71), llgeramente modlflcados 
en cada caso tras una primera fase experimental, fundamentalmen 
te a nlvel de su enrlqueclmlento con azi5cares ficllmente fermen 
tables por las listerias y que no sean habltuaimente hldrollza- 
dos por la flora entérlca. Asl mlsmo, se les tampon6 levemente 
con fosfatos para que el pH estuvlera slempre lo mis proximo po 
slble al 6ptlmo de creclmlento de estos microorganIsmos.
De las multiples composlclones ensayadas en la etapa — 
previa, selecclonamos tres medlos de recoglda, très de enrique— 
cimiento y tres de alslamlento.
Su composlcl6n y s1stemitlea de preparaclln es la si—
gulente;
IV»5«1« Medlos de recoglda 
Medlo A;
Peptona (Dlfco) ---------------------  5 g
Neopeptona (Dlfco) -------------------  5 g
Trehalosa dlhldrato (Serva) ---------- 3 g
Cloruro sldlco — —  ---- — —  ------  10 g
Fosfato dlsldico dlhldrato --------—  11,83 g
Fosfato monopotIsico anhldro--------- 1,35 g
Agua destllada — — —---—— —---------- 1 . 0 0 0  ml
p H --------------------------------------------------------------------------------  7,2-7,5
Se dlsuelven los componentes en 1000 ml de agua desti- 
lada y se ajusta el pH entre 7,2- 7,5 con soluclones de fosf^ 
to dlsldlco y fosfato monopotIsico al 16^; se esterillza a - -
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1162C durante 20 minutes, distribuyendo despuis de la esterlli- 
zaci6n a razln de 20 ml de medio en reclplentes estérlles de —  
6 0 ml de capacldad y se almacena a 4®C hasta su uso, prevlo con 
trol de esterllldad.
Medlo B;
Peptona (Dlfco) — ---------------- 10 g
Ramnosa (Serva) — — ----— — ---- 2 g
Cloruro sldlco — —— —  -----------  10 g
Fosfato dlsldlco dlhldrato — ---—  11,83 g
Fosfato monopotlslco anhldro ----- 3 g
Fosfato dlpotlslco — — ----------  1,5 g
Agua destllada — — --------------  1.000 ml
Se procédé como en el medlo anterior para ajustar el - 
pH, esterlllzar y dlstrlbulr.
Medlo C:
Peptona (Dlfco) -------------------  5 g
Neopeptona (Dlfco)  --------------- 5 g
Escullna (Merck) -------- ---------  1 g
Fosfato dls6dlco dlhldrato -------  11,83 g
Fosfato monopotSslco anhldro ----- 2 g
Cltrato férrlco amonlacal --------  1 g
Cloruro s6dlco — — — — ——  ---- 8 g
Agar (Oxold nfi l) -----------------  1,5 g
Agua destllada —— — — — — ------ 1.000 ml
p H ---------------------------------  7,2-7,5
Se dlsuelve peptona, neopeptona, escullna y cltrato f^ 
rrlco en 500 ml de agua destllada, se callenta a IIOSC durante/ 
15 irinutos y se procédé a su flltracl6n para elinln^r las sales 
alcalinotërreas, que han preclpltado en el proceso de calenta—
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miento. Se dlsuelven el reste de los componentes en los 500 ml 
de agua restantes y se colocan los 2 matraces a esterlllzar por 
separado a 116^0 durante 20 minutes* Se deJan enfrlar hasta —  
una temperatura de 506C y se mezcla el contenldo de los 2 matra 
ces comprobando que el pH quede comprendldo entre 7,2 y 7,5; - 
si no es asl, se ajusta con las mlsmas soluclones de fosfato dl 
s6dlco y monopot&sIco de los medlos anterlores. Con posteriori 
dad, se procédé a su dlstrlbucl6n aséptlca en reclplentes de —  
60 ml de capacldad a raz6n de 20 ml y se almacena a 4^C hasta - 
su uso.
A veces pueden preclpltar llgeramente los fosfatos so­
bre todo en el medlo A de recoglda, no tenlendo nlnguna Impor—  
tancla en la actlvldad del medlo, si como declmos, el précipita 
do es muy llgero, de tal manera que el pH qüede mlnlmamente - - 
afectado.
IV.5»2. Medlos de enrlqueclmlento
Aunque la utlllzacl6n de medlos de enrlqueclmlento no/ 
estâ slempre recomendada (C6mez-Mampaso, 115), exlsten sltuaclo 
nés en las que debldo a la fuerte contaminacl6n Inlclal de la - 
muestra y el bajo numéro de listerias, es convenlente el enrl­
queclmlento de las mlsmas. Con ese propdslto se modlfIcaron —  
convenlentemente los medlos de recoglda a fin de hacerlos lo su 
flclentemente selectlvos para permitIr el creclmlento de las —  
listerias y a la vez Inhlblr el de los gérmenes acorapanantes.
Como medlos de enrlqueclmlento selecclonamos medlos —  
muy rlcos en sustanclas nutritives y al mlsmo tlempo muy selec­
tlvos, con las slgulentes composlclones:
Medlo A:
Peptona (Dlfco)---------:------------  5 g
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Neopeptona (Dlfco) ------- ------------- 5 g
Extracto de carne Lab. Lenco (Oxold) - 10 g
Extracto de levadura (Dlfco) -----  5 g
Glucosa (Merck)------- ---------------- 5 g
Cloruro s6dlco — ------ ----------------  50 g
Fosfato dls<5dlco dlhldrato-----------  53,22 g
Fosfato monopot&slco anhldro ---------  1,35 g
Pollmlxlna B (Sigma) ------------------  8 »10^ UI
Acido nalidixico (Serva) — ----------  50 mg
Trlpân azul (Serva) — — — ------- ---- 8 0 mg
Agua destllada------------------------- 1.000 ml
p H ----------------------------------------  7, 2-7,5
Para su preparacl6n se dlsuelve la peptona, neopepto—  
na, extracto de came, extracto de levadura y glucosa en 5 0 0 ml 
de agua destllada; en los 5 0 0 ml restantes dlsolvemos el cloru­
ro s6 dlco y los fosfatos, esterlllzando ambos a 116@C durante - 
15 minutes. Despuës se mezclan las dos fracclones en condlclo­
nes aséptlcas. Anadlmos 12,5 ml de una soluclén de écldo nall- 
dlxlco al 0,4^, 8,0 ml de una soluclén de pollmlxlna B de - - - 
1 0 0 . 0 0 0  unldades por ml y 20 ml de una soluclén de trlpân azul/ 
(Serva) al 0,4/5 y con una slstemâtlca de preparaclén que descri 
blremos a continuaclén.
Se comprueba el pH y en caso necesarlo se ajusta con - 
las soluclones de fosfato dlsédlco y monopotâslco, posterlormen 
te descrltas, dlstrlbuyéndolo en reclplentes estérlles a razén/ 
de 10 ml, almacenSndolos a 42C hasta su utlllzaclén.
Medlo B:
Peptona (Dlfco) -----------------------  5 g
Neopeptona (Dlfco) -------------------- 5 g
Extracto de carne Lab-Lemco (Oxold) —  10 g
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Ramnosa (Serva) ------------------  2 g
Cloruro sédico-----— — — — -- —  50 g
Fosfato dlsédlco dlhldrato ------- 53,22 g
Fosfato monopot5sico anhldro — —  1,35 g
Acido nalidixico (Serva)--------- 50 mg
Trlpân azul (Serva) — — -—  ----- 80 mg
Agua destllada-------------------  1.000 ml
p H -----------------------------------------------------------------------  7,2-7,5
Para su preparaclén se slguen las mlsmas operaclones - 
que para el medlo anterior.
Medlo C :
Proteosa n03 (Dlfco)----- --------- 5 g
Trlptosa (Dlfco) — ---------------  5 g
Escullna (Merck) -----------------  1 g
Cltrato de hlerro amonlacal  ----- 1 g
Extracto de levadura (Dlfco) ----- 5 g
Extracto de carne Lab-Lemco (Oxold) 5 g
Fosfato dlsédlco dlhldrato  —  24 g
Fosfato monopotéslco anhldro ----- 1,35 g
Cloruro sédlco — — — —----- 20 g
Acido nalidixico (Serva)--------- 30 mg
TrlpSn azul (Serva) --------------  40 mg
A g a r -----------------------------  3 g
Agua destllada —— — —  —-----— 1.000 ml
p H ----------------------------------------------------------------------- 7,2-7,5
Para su preparaclén se coloca en un matraz la proteosa, 
trlptona, escullna y cltrato férrlco disueltos en 500 ml de - - 
agua destllada procedlendo del mlsmo modo que para el medlo C — 
de recoglda.
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En otro matraz, colocamos la levadura, extracto de car 
ne y agar con 250 ml de agua, afladlendo en un tercer matraz el/ 
cloruro s6dlco, fosfato dlséddLco y monopotésico disueltos en el 
agua restante, Esterlllzamos los tres matraces a temperatures/ 
de 116SC durante 15 minutes. Posteriormente a 502C se mezclan/ 
los componentes, comprobando el pH que debe de estar ajustado,/ 
de no ser asl se ajusta con la soluclones fosfato posteriormen­
te descrltas. AHadlmos las cantldades necesarlas de las solu—  
clones de trlp&n azul y âcldo nalidixico, de la forma ya descri 
ta, y dlstrlbulmos con el medlo atfn callente, en contenedores - 
estérlles de 60 ml de capacldad a razén de 20 ml.
Después de dlstrlbulr «i'medlo, y cuando todavla esté/ 
en tjrma liquida, se Introdujo un tubo de vldrlo estérll, abler 
to por los dos extremos y de una longltud tal que la superficie 
del medlo, una vez solldlfado, permaneclera 2 cm por debajo de/ 
la abertura de la varllla, segén la técnlca de movllldad selec­
tive para Salmonellas de Harvey y Price 1.976 (cltado por Harri 
gan y McCance, 141)•
Es preclso matlzar que estos medlos al ser rlcos en sa 
les, durante su almacenamlento a 4®C, se puede produclr un pre­
clpltado al dlsminulr su solubllldad a dlcha temperatura, slen- 
do necesarlo calentarlos antes de su utlllzaclén para redlsol—  
ver las sales. Para ello basta mantenerlos en la estufa a 37®C 
hasta su compléta dlsoluclén, guardando, eso si, la precauclén/ 
de un clerre hermétlco a fin de evltar la evaporaclén y concen- 
traclén de los componentes actives en la fase acuosa.
Para sembrar el medlo, con una plpeta Pasteur estérll, 
depositébamos unas gotas del Inéculo en el tubo de vldrlo, que- 
dando éstas sobre la capa del agar y dlfundléndose los gérmenes 
mévll que pudleran multipliearse en este medlo, a través del tu 
bo al resto del contenedor. Los alslamlentos se practlcaban de
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uno a dos centimètres por debajo de la superifIcie del medlo, - 
en el exterior del tubo de vldrlo, zona en la que observébamos/ 
el méxlmo creclmlento (esquema n& 1).
IV.5*3. Soluclones de sustanclas Inhlbldoras y tamponea
Al comprobar la dlsoluclén Imperfecta de las sustan- - 
clas Inhlbldoras cuando se anadlan direct amente a los medlos de 
cultivo, decldlmos preparar soluclones prevlas de las dlstlntas 
sustanclas en las condlclones que exponemos a contlnuaclén, a - 
fin de lograr una perfecta dlsoluclén y homogenIzaclén de las - 
mlsmas.
Soluclén de Acido Nalidixico: Dlsolvlmos 0,4 g de écl
do nalidixico (Serva) en 100 ml de agua destllada, slendo nece­
sarlo àtiadlr un as got as de hldréxldo sédlco 1 normal, con agita 
clén constante para lograr la perfecta dlsoluclén de esta sus—  
tancla.
A partir de esta soluclén que la conservâmes en nevera 
por algun tlempo y que contenla 4 mg por ml de écldo nalidixico, 
anadlamos la cantldad necesarla de esta sustancla a los dlstln- 
tos medlos.
Soluclén de Acrlflavlna: Préparâmes una soluclén al —
0,1% de clorhldrato de acrlflavlna (Serva), dlsolvléndola - - - 
sImplements por agltaclén y conservéndola en nevera a 42C por - 
algén tlempo. Afiadlmos la cantldad necesarla de esta soluclén, 
que tenla una rlqueza en acrlflavlna de 1 mg por ml a los dis—  
tintes medlos.
Estas soluclones una vez preparadas se podlan almace—  
nar durante algén tlempo, sln pérdlda de eflcacla, resultando - 
muy cémoda y fécll su adlcclén a los dlstintos medlôs, pues bas 
taba con plpetear la cantldad précisa, aseguréndonos también la
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perfecta homogenlzacl6n , no siendo necesarlo adem&s la esterill 
zaci6n de estas soluclones, ya que como observamos no produclan 
nlng&n tlpo de contaminacl6n sobre los medlos al adadlrlas sln/ 
esterlllzar»
Pollmlxlna B: Se préparé una soluclén de una rlqueza/ 
de 100.000 unldades por ml a partir de pollmlxlna B (Sigma) de/ 
una rlqueza de 7*900 ül/mg. La efectlvldad y potencla de esta/ 
pollmlxlna se contrasté ademâs con la utlllzada por los labora- 
torlos Welcome como patrén de una rlqueza de 7»600 unldades In- 
temaclonales por ml y que amablemente nos fué proporclonada.
Trlpén Azul: Preparamos una soluclén de trlp&n azul -
(Serva) al 0,4% en agua destllada, que se dlsuelve perfectameu­
te por agltaclén y se conserva bien a temperatura amblente ya - 
que a las temperaturas de refrlgeraclén précipita la sal.
Soluclones Tampén: Preparamos dos soluclones al 16%,/
una de fosfato dlsédlco dlhldratado como alcallnlzante y otra — 
de fosfato monopotéslco como acidifieante. Se dlsolvleron en - 
callente y cuando fué neeesarlo afladlrlas a los medlos ya este- 
rlllzados, se esterlllzaron en autoclave a 1 2 1SC durante 15 mi­
nutes. Para utlllzar las soluclones conviens que estén a unos/ 
SOflC para lograr una buena dlsoluclén, ya que a menores temper^ 
turas pueden preclpltar llgeramente debldo a su alta concentra- 
clén
IV.5*4. Medlos de alslamlento
Comprobada la buena aptltud para el alslamlento de lls^  
terlas del medlo TNSA propuesto por Ralovich (248) y refrendada 
su utllldad por numérosos autores (Seellger, Manev, Kampelma- - 
cher, etc.) se prepararon una serle de medlos con esta base des 
crlta, tendantes a mejorar la selectIvldad del medlo original,/
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asi como a facilitar el proceso de seleccion de las presumibles 
colonias de listerias, de entre ellas se ellgleron las slgulen­
tes modlfIcaclones:
Medlo At En este medlo se sustltuyé el suero por san­
gre de carnero desfibrinada y se le tampon6 llgeramente con fos 
fatos dlsédlco y monopotésIco. La composlclén final es la si—  
gulente:
Peptona (Dlfco)------- — — ---- ---------  5 g
Neopeptona (Dlfco) — — — — -----— ---- —  5 g
Extractb de carne Lab-Lemco (Oxold) — - 7 g
Cloruro sédlco — — — --— -------— ---- 5 g
Glucosa-------------------------------  1 g
Acido nalidixico (Serva) — ----— ------- 40 mg
Acrlflavlna ClH (Serva)  -----------------  12 mg
Fosfato dlsédlco dlhldrato --------------- 11,83 g
Fosfato monopotéslco anhldro ------------  1,35 g
A g a r ----------------------------------  15 g
S a n g r e  — ---— -----—  ---------------- 50 ml
Agua destllada — -----------------  1.000 ml
p H ----------------------------------  7,2-7,5
Para su preparaclén, se dlsuelven todos los componen—  
tes a excepclén del écldo nalidixico, acrlflavlna y sangre en - 
un matraz, se esterillza a 115®C durante 15 minutes, se deja en 
friar en baHo maria hasta una temperatura de 45®C y se afiaden -
la sangre, el Scldo nalidixico y la acrlflavlna en las condlcl£
nes ya descrltas para otros medlos y en la cantldad necesarla.
Se comprueba el pH rectlfIcSndolo en caso necesarlo con fosfa—  
tos y se dlstrlbuye en plaças de Petri a razén de 20 ml almace- 
néndolo a 4^C hasta su utlllzaclén.
Medlo B: PrSctlcamente tlene una composlclén pareclda
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al anterior, salvo en que se ha aumentado la concentracién sali 
na y que se le adade pollmlxlna B a fin de Incrementar su selec 
tIvldad sobre la flora gramnegatlva. Su composlclén es la si—  
gulente:
Peptona (Dlfco) -------------------------  5 g
Neopeptona (Dlfco) ----------------------  5 g
Extracto de carne Lab-Lemco (Oxold) -------  10 g
Glucosa------------------ ---------------  5 g
Extracto de levadura (Dlfco) --— — —  5 g
Cloruro sédlco —  ----------------------  40 g
Fosfato dlsédlco dlhldrato   51,83 g
Fosfato monopotéslco anhldro — ---- — —  1,35g
Acido nalidixico (Serva) ----------------  40 mg
Acrlflavlna ClH (Serva)  ---- -------- 18,7 mg
Pollmlxlna B (Sigma) — -— —  —  30,000 UI
A g a r ---------------------------------------  15 g
Sangre----------------------------------- 50 ml
Agua destllada — — — — — — ---— --- —  1.000 ml
p H --------------------------------------- 7,2-7, 5
Para su preparaclén, se colocan en un matraz todos los 
componentes nutritives del medlo disueltos en 500 ml de agua —  
destllada y en otro dlsolvemos las sales y el agar, estlrlllzan 
do a la temperatura habituai. Después se mezcla el contenldo - 
de los dos matraces, dejando enfrlar hasta 45®C, para adadlr la
sangre, el écldo nalidixico, la acrlflavlna y la pollmlxlna, en
la forma ya descrlta. Flnalmente, se comprueba el pH ajusténdo^ 
lo si es necesarlo y dlstrlbuyéndolo, por éltlmo, en plaças de/ 
Petrl.
Medlo C : Este medlo se confeccioné con la misma base/ 
que los anterlores, pero se le afiadlé un azucar fScllmente utl- 
llzable por las listerias, la escullna, y un Indlcador de la —
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utilizacién del referido azdcar. Su composlclén es la slgulen- 
te !
Proteosa n2 3 (Dlfco)  ----------------- 3 g
Peptona (Dlfco) — -------------------------- 3 g
Neopeptona (Dlfco) ------------------------  5 g
Cloruro sédlco — ----- — —  --- ----— —  5 g
Cltrato de hlerro amonlacal -------- ------  1 g
Escullna (Merck) —  ----— ----  — -------  1 g
Acido nalidixico (Serva)------- ----------  40 mg
Acrlflavlna ClH (Serva)--------- ---------  12 mg
Fosfato dlsédlco dlhldrato ---------------- 12 g
A g a r ----------------------------------------  15 g
S a n g r e----------  — ----  — ------- ------ —  50 ml
Agua destllada —----------------------  1000 ml
p H ------------------------------------------  7,2-7,5
Para su preparaclén se slgue la mlsma slstemâtlca que/ 
para los medlos ya descrltos que contenlan escullna y cltrato - 
férrlco, se anade la sangre, acrlflavlna y âcldo nalidixico - - 
cuando el medlo estâ a 45®C, dlstrlbuyéndolo en plaças de Petrl 
en la forma ya descrlta para los medlos A y B.
IV.5*5. Otros medlos empleados
Tamblén y durante la primera y segunda etapa, en que - 
todavla no ten1amos desarrollada totalraente nuestra metodologla, 
y en la tercer como contraste, se utlllzaron medlos de recogl—  
da, enrlqueclmlento y alslamlento clâslcos en la blbllografla. 
Asl, utlllzamos como medlos de recoglda durante la primera eta­
pa los slgulentes:
Agua de peptona ramnosa.- Descrlto por Desplerres (71), 
con la composlclén siguiente:
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Peptona (Dlfco) --------------------------  10 g
Ramnosa------------ ----------------------  1 g
Cloruro sédlco — -— — — — -- -------------  5 g
p H ----------------------------------------  7,3
Se dlsolvleron los Ingredientes y se ajusté el pH, dis 
trlbuyéndose en tubos a razén de 10 ml. Se esterlllzé en auto­
clave a llQfiC durante 15 minutes.
Caldo trlptosa fosfato.- Descrlto por Gémez-Mampaso —  
(115). Para preparar este medlo utlllzamos el deshldratado de/ 
la casa Dlfco con la siguiente composlclén:
Trlptosa---------------------------------- 20 g
Glucosa---------_----- -------------------  2 g
Cloruro sédlco ---------------------------  5 g
Fosfato dlsédlco -------------------------  2,5 g
Agua destllada — — — — ---------— — —  1.000 ml
p H ----------------------------------------  7,5
Para rehldratarlo dlsolvlmos 29,5 g en 1 1 de agua. Se 
ajusté el pH y se dlstrlbuyé en tubos a razén de 10 ml, esterl- 
llzSndose en autoclave a 121SC durante 15 minutes.
Caldo trlptosa fosfato Scldo nalidixico.- Este medlo/ 
se préparé afiadléndole al anterior 10 ml de una dlluclén al - - 
0,4% de Scldo nalidixico en agua destllada, y entubando poste—  
rlormente de forma aséptlca en tubos estérlles a razén de 10 ml, 
almacenSndolos en nevera a 4-C hasta su uso, tras comprobar su/ 
esterllldad.
Agua de peptona ramnosa Scldo nalidixico pollmlxlna B/ 
azul de metlleno.- Propuesto por Desplerres (71) como medlo de 
enrlqueclmlento con la siguiente composlclén:
Peptona (Dlfco) — — —  ------------------  10 g
Ramnosa----------------------------------- 1 g
Cloruro sédlco — -— — -------------------  5 g
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Acido nalidixico (Serva) —  -------- ------ 40 mg
Polimixina B (Sigma) — -------------------  3 mg
Azul de metileno — — ------------ ---------  20 mg
Agua destllada — — ----- — ---------—  1,000 ml
p H ------------------------------------------  7,3
Se dlsolvleron todos los Ingredientes excepto el Scldo 
nalidixico y la pollmlxlna en 1,000 ml de agua destllada. Se - 
esterlllzé a 1212C durante 15 minutes y una vez frio se anadlé/ 
el Scldo nalidixico y la pollmlxlna, dlstrlbuyéndolo aséptlca—  
mente en tubos estérlles a razén de 10 ml, almacenSndolos a 4-C 
hasta su uso, tras comprobar su esterllldad y la reoxldaclén —  
del azul de metlleno.
Agar sangre Scldo nalidixico.- Recomendado por Beerens 
en 1 .9 6 6  (1 9). Para preparar este medlo, se utlllzé la base de 
agar nalidixico comerclallzada por el Institute Pasteur.
Para su preparaclén y slgulendo las Instrucclones del/ 
fabrlcante, dlsolvlmos 40 g de medlo deshldratado por lltro de/ 
agua destllada, ajustâmes el pH a 7,2 y esterlllzamos a 1202C - 
durante 15 minutes, dejando enfrlar hasta 502C, y anadlendo la/ 
sangre de carnero en una proporclén del 7,5%. Se dlstrlbuyé a/ 
contlnuaclén en plaças de Petrl estérlles a razén de 20 ml por/ 
plaça.
Agar telurlto potSslco Scldo nalldfxlco.- Recomendado 
por Khan (I8 I). Utlllzamos como medlo base el agar nutritive - 
de Oxold que tlene la siguiente composlclén;
Extracto de carne Lab-Lemco ----------------  1 g
Extracto de levadura ----------------------  2 g
Peptona------------------------------------  5 g
Cloruro sédlco----------------------------  5 g
Agar nS 3 ----------------------------------  15 g
Agua destllada-------------------— — --- - 1 é000 ml
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p H -----------------------------------------  7,3
Para su preparaclén dlsolvlmos 28 g del medlo base en/ 
900 ml de agua destllada, se ajusté el pH a 7,3 y sé esterlllzé 
a 1219C durante 15 minutes, dej ando enfrlar hasta 509C. Una —  
vez a esta temperatura se le afladleron 100 ml de una soluclén - 
de telurlto potâslco al 0,5% y Scldo nalidixico al 0,04% respec^ 
tlvamente, para alcanzar unas concentraclones finales de estas/ 
sustanclas del 0,05% y 0,004%. Una vez homogenIzado se dlstrl­
buyé en plaças para su posterior uso.
Agar ramnosa Scldo nalidixico pollmlxlna B: Propuesto
por Desplerres (71). Como medlo base utlllzamos la Infuslén de 
cerebro y corazén que comerclallza la casa Dlfco con la slgulen 
te composlclén:
Lifuslén de cerebro de ternera — — — — —  200 g
Infuslén de corazén de b u e y ------------  250 g
Proteosa---------------------------------- 10 g
Glucosa — — — -— — — — ------— — ---—  2 g
Cloruro sédlco ---------------------------  5 g
Fosfato dlsédlco------------------------ - 2,5 g
Agua destllada — — — — -- -----— — —  1.000 ml
p H ------------------------------------ 7,3
Para preparar el medlo, suspendimos 37 g del medlo de^ 
hldratado mSs 1 g de ramnosa y 15 g de agar bacterloléglco n9 1
(Oxold) por lltro de agua destllada. Una vez dlluldos los com­
ponentes se ajusté el pH a 7,3 esterlllzando a 115^0 durante 15 
minutes. Dejamos enfrlar, y cuando el medlo aleanzé una tempe­
ratura de 502C se adadleron 10 ml de una soluclén de Soldo nal^ 
dlxlco al 0,4% y pollmlxlna B al 0,03%, para alcanzar una con—  
centraclén final de 40 mg/l y 3 mg/l respectlvamente. Una vez/ 
homogenlzada la mezcla, dlstrlbulmos en plaças de Petrl a razén 
de 20 ml, almacenândolas a 4^0 hasta su utlllzaclén.
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Durante la segunda etapa, empleamos énicamente como me 
dio de recogida el Agua de peptona ramnosa cloruro sédlco (Des­
pierres, 7 1 ) como medlo de enrlqueclmlento el Agua de peptona - 
ramnosa écldo nalidixico pollmlxlna B azul de metlleno (Despie­
rres, 71).
Como medlos de alslamlento se utlllzaron asl mlsmo el/ 
Agar sangre Scldo nalidixico (Beerens, 19) ya descrlto, y Agar/ 
suero Scldo nalidixico tripaflavina (Ralovich, 2 4 8 ) que descrl- 
blremos a contlnuaclén;
Para preparar este medio utlllzamos como base la Infu- 
slén de cerebro y corazén de la casa Dlfco anterlormente expues^ 
ta. Dllulmos 37 g del medlo deshldratado y 15 g de agar bacte­
rloléglco Oxold nS 1 por lltro de agua destllada. Se ajusté el 
pH a 7,3 y esterlllzamos a 1212C durante 15 minutes de j ando en*: 
frlar a 509C y afiadlendo 10 ml de una soluclén de Scldo nalldl- 
xlco al 0,4%, 10 ml de una soluclén de tripaflavina al 0,5% (am 
bas esterlllzadas por flltracâén) y 50 ml de suero de caballo - 
estérll, para alcanzar unas concentraclones finales de 0,04%, - 
0 ,0 5% y 5% respectlvamente. Una vez homogenlzada la mezcla se/ 
dlstrlbufa en plaças de Petrl a razén de 20 ml por plaça, alma- 
cenSndolas hasta su utlllzaclén a 4-C.
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IV.6. COMPROBACION DE LA SELECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Con el fin de verlflcar la selectIvldad de los medlos/ 
por nosotros ensayados para el enrlqueclmlento y alslamlento de 
mlcroorganIsmos del género Llsterla. se sembraron en ellos gér­
menes de diverses géneros y especles procédantes de la colec- - 
clén de cultives del Departamento.
En los medlos sélldos por el slsteraa de estrla conti­
nu ada, con flameado Intermedlo, y en los liquides mediante sus- 
penslén con el asa de platine, en cualquler caso las siembras - 
se Incubaron a 229C durante 10 dlas.
Para comprobar la presencla de creclmlento, se reallz^ 
ron reslembras de los medlos liquides a Agar sangre o bien se - 
considéré la aparlclén de colonias en alguna de las estrlas del 
medlo sélldo. Las cepas probadas en estas determlnaclones fue—  
ron las slgulentes:
Alcallgenes faecalIs 1 
Alcallgenes faecalIs 2 
Bacillus cereus FX87 
Bacillus cereus T16/5 
Bacillus cereus X38/5 
Bacillus cereus T35F 
Bacillus cereus 1 
Bacillus cereus 2 
Bacillus clrculans 1 
Bacillus clrculans 2 
Bacillus megaterlum CCB24 
Bacillus megaterlum 1 
Bacillus subtllls CCB19 












Proteus vulgaris 2 
Proteus vulgaris 3 
Pseudomona aeruginosa CCB47 
Pseudomona fluorescens 1 
Pseudomona fluorescens 2 
Salmonella typhlmurlum 
Serratla marcescens 1 
Serratla marcescens 2 
Serratla marcescens 3 
Shigella dysenterlae 
Shigella sp.”
Staphylococcus aureus CCB34 
Staphylococcus aureus 1 
Staphylococcus aureus 2 
Streptococcus faeclum CCB19
Se comprobaron asl mlsmo, las dlstlntas concentraclones 
de écldo nalidixico, acrlflavlna, pollmlxlna B y trlpén azul c^ 
paces de soportar el creclmlento de las dlstlntas cepas patrén/ 
de L» monocytégenes en nuestro poder, con el fin de poner a pun 
to nuestra técnlca de alslamlento de mlcroorganlsmos del género 
Llsterla.
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IV.7. ESTUDIOS DE RBSISTENCIA
- Reduccién del 2, 3» 5> cloruro do trlfenlltetrazollo 
y reslstencia a la azida do sodlo: Ambas pruebas se realizan - 
sobre el mlsmo medlo de cultivo, basado en el que confecclona- 
ron Slanetz y Bartley (44b) para enterococos, que tlene la si­
guiente composlclén*
Hldrollzado de caselna ------------- 20 g
Extracto de levadura ---------------  6,5 g
Glucosa ----------------------------  2 g
Fosfato dlsédlco dihldrato --------- 4 g
Cloruro de trlfenlltetrazollo ----- 0 , 1  g
Agar ------------------------------  12 g
Agua destllada ---------------------  1000 ml
p H  --------------------------- ------ 7,2
El azlda de sodlo se afladlé en cuatro proporclones dl 
ferentes a fin de consegulr unas concentraclones finales del/ 
0,1, 0,05, 0,025, y 0,01% respectlvamente. Para su preparaclén 
se dlsolvleron todos los componentes (a excepclén del cloruro/ 
de trlfenlltetrazollo) en 900 ml de agua destllada, llevéndose 
con agltaclén continua, mediante un agltador magnétlco, hasta/ 
la ebulllclén durante 5 minutes. Se aBade el trlfenlltetrazo—  
U o  dlsuelto en los 100 ml de agua destllada restantes y se le 
dejé hervlr de nuevo. Inmedlatamente se enfrlé a 45^C, para —  
evltar su reducclén. Se dlstrlbuyé en plaças, quedando una vez 
frlo, liste para su utlllzaclén.
Se sembré cada cepa en très estrlas suceslvas, con - 
flameado Intermedlo del asa de platlno, con lo que cada una de 
ellas queda con mener concentraclén que la anterior, y tras cul 
tlvarse durante 4 dlas a 229C, se observé la presencla o no de 
creclmlento a cada una J 2 las concentraclones de azlda de so—  
dlo y en los cases positives la aparlclén de colonias con un -
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trabeculado rojo por haber Incorporado y reducldo el trlfenll­
tetrazollo Incoloro a fonaaz&i, que es de color rojo.
- Cremiento en bills al 40%t Para comprobar la capacl­
dad de las dlstlntas cepas de Llsterla para crecer en medlos - 
quk, con tlenen un 4 0% de bills, utlllzamos el medlo recomendado 
por Cowan y col., (58) de la siguiente composlclén*
Bacto oxgall (Dlfco) -------------- 40 g
Suero estérll — — — -------------- 50 ml
Peptona (Dlfco) -------------------  10 g
Extracto de c a m e  (Oxold) ------- - 10 g
Cloruro sédlco --------------------  5 g
Glucosa ----------------------------  5 g
Extracto de levadura (Dlfco) ----- 3 g
Agar -------------------------------  15 g
Agua destllada  ---— — ----------  1000 ml
pH ---------------------------------  7,2-7,3
Para su preparaclén se dlsuelven todos los componen­
tes (excepto el suei*o y la bills) en agua destllada. Se hler- 
ve mediante agltaclén magnética hasta que se dlsuelve el agar, 
y una vez dlsuelto se va afiadlendo lentamente a otro matraz —  
que contlene la bills y que tamblén esté sometldo a agltaclén. 
Dlsuelta la bills, se estérlllza a 115*C durante l6 minutes, - 
se enfrla 5 0 sc y se afiade el suero; se mezcla bien y se distri 
buye en plaças a razén de 20 ml.
La Inoculaclén se hlzo tamblén por el slstema de es­
trlas suceslvas con flameado Intermedlo, Incubando a 2220 du—  
rante 48 é 72 horas y observando,una vez que ha transcurrldo - 
este tlempo, la exlstencla o no de creclmlento.
— Creclmlento en alta concentréelén de cloruro sédlco* 
Con el fin de verlflcar la capacldad de creclmlento de las dis 
tintas cepas de llsterla a diverses concentraclones de cloruro 
sédlco, se utlllzé un medlo base,en el que se conslgulé un fé-
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cil y râpldo crecimiento y al que se le adlcionaba cloruro #6 - 
dico en concenbraclones finales entre el 4 y 10%,
La composlci^n del medio base es la siguiente*
Proteosa nfl 3 (Difco) -----------------  5 g
Bactotriptona (Difco)  ----------------  S g
Extracto de c a m e  Lab-Lemco (Oxoid) --- 5 g
Extracto de levadura (Difco) ------- —  5 g
Glucosa -------------------------------- S g
Fosfato bibisico de sodio dihidratado - 6 g
Agar ----------------------------------- 15 g
Agua ----------------------------------- 1000 ml
p H  -------------------------------------------------  7,2
Cloruro s6dico, cantidad suficiente para obtener —  
concentraciones salin as del 10, 9 , 8 , 7, 6 , 5 y 4% respectirii 
mente,
Para su preparaci6n se disolvieron todos los compo- 
nentes en el agua. Después de esterilizar a llô^C durante 16/ 
minutes se distribuy6 en plaças de Pétri. La siembra se reali 
z6 en très estrias sucesivas con flameado intermedio, y la in 
cubaci6n a 229C durante 72 horas en c&mara hâmeda, para evi—  
tar variaciones en la concentraci6n salina al evaporarse el - 
medio*
- Crecimiento en distintas concentraciones de teluri- 
to potüsicot Para esta prueba utilizamos el mismo medio base/ 
que para el crecimiento en alta concentraci6n de cloruro s6di 
co, con la particularidad de que se distribuy6 en tubos.
Se préparé una diluciân al 1% de telurito potâsico/ 
que se esteriliz6 con un filtro Milipore de 0,22^ de diâmetro 
de poro; para su utilizaci6n una vez fundido el agar se deja- 
ba enfriar hasta una temperature de 45*C, alcanzada la cual - 
se le adadfa la soluci6n de telurito pot&sico en cantidades -
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suflclentes para obtener unas concentraciones finales de - - - 
0 ,1, 0,05 y 0,025% respectivamente, se distribuyd en plaças y/ 
se inoculé por el sistema de très estrfas sucesivas con flamea 
do intermedio. La incubaci6n se r e a l i a  2 2 durante 72 ho—  
ras anot&ndose como positivas las cepas que crecieron reducien 
do el telurito pot&sico, y que por tanto apareclan de color —  
negro.
Crecimiento en distintas concentraciones de polimixi 
na Bï La resistencia de las distintas cepas de Listeria a cre- 
cer en diversas concentraciones de polimixina B fue comprobada 
en très medlos distintos con el fin de poder anadirla a los me 
dios de cultlvo en la concentraci8n adecuada, tal que no inhi- 
biera el crecimiento de las distintas listerias.
Los medios empleados fueron los siguientes:
Agar levadura glucosa lemco con la siguiente compo—
sicl^n:
Proteosa n@ 3 (Difco) ------- ------------ 5 g
Bactotriptona (Difco) -------------------  5 g
Extracto de c a m e  Lab-Lemco (Oxoid) ---- 10 g
Cloruro s6dico  -------------------------  5 g
Glucosa ----------------- -----------------  5 g
Extracto de levadura (Difco) -----------  3 g
Agua -------------------------------------- 1000 ml
p H  ----------------------------------------  7, 3
Agar lemco levadura con igual composici6n que el an­
terior con la excepci6n de carecer de glucosa.
_ Agar ramnosa lemco levadura: con igual composicifn - 
al primero sustituyendo la glucosa por ramnosa. En todos los — 
casos,para preparar los medios de cultive se disolvieron los - 
ingredientes en el agua, se ajusté el pH y se distribuyd en ma 
traces a raz6n de 100 ml. Una vez esterilizados a llô^C duran­
te 15 minutes, se adadi6 de una soluci6n de sulfate de polimi-
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xina B (Sigma, de 7*900 ül/mg), esterilizada por ,filtraci6n y/ 
con una concentraciôn del 5% en peso: 5, 2,5, 1,5, 0,5, 0,2, -
0,1, 0,05, y 0,01 cc a cada uno de los matraces, con el fin de 
obtener concentraciones finales de polimixina B que oscilaran/ 
entre 19*750.000 y 39*500 unidades internacionales por litro.
Se homogenizô y se distribuyô en plaças a raz6n de 20 ml, 
una vez solidifieado el medio se sembrd por la técnica de es—  
trias sucesivas con flameado intermedio y se incubé a 22SC du­
rante 72 horas, anotando la presencia o ausencia de crecimien­
to en cada una de las estrias.
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IV.8. METODOS DE CLASIFICACION B IDENTIFICACION 
IV.8.1. Eaquema general
Cuando obteniamos un crecimiento abundante en los me 
dios de aislamiento procediamos a la selecclén e identifica- - 
cién de las presuraibles colonias de Listeria.
La slstemAtica en las tres etapas fue muy parecida y 
podemos observarla resumida en el cuadro ndmero 7*
Cuando tras la incubaclén obtenlamos un crecimiento/ 
apreciable, procediamos a una preseleccién de las presumibles/ 
colonias de listeria por su aspecto morfolégico, para lo cual/ 
utilizamos una lupa estereoscépica Wild. Mediante la técnica - 
de iluminacién oblicua propuesta por Henry (145) y utilizada - 
por numerosos autores Gray (128), Ralovich (250), etc., selec- 
cionamos entre 12 y 50 aumentos aquellas colonias que presumi- 
blemente poseian las earacterfsticas propias de las listerias. 
Con posterioridad, y al comenzar a utilizar medios que eran —  
opacos tuvimos que emplear luz incidente, en lugar de luz - —  
transmitida, modificando para ello ligeramente el sistema de - 
observacién. A partir de esta fecha, y a la vista de los re­
sult ados, empleamos casi en exclusive la técnica de luz inci—  
dente, afin en los medios que eran transparentes. Unicamente en 
los casos dudosos, y dado que nuestra instalacién era muy ver- 
s&til, empleamos las dos técnicas.
La morfologia de las colonias es un car&cter fuerte- 
mente influenciado por el medio de aislamiento empleado, sin - 
embargo, a medida que fuimos mejorando su selectividad y capa- 
cidad indioadora esta labor fue haciéndose mis sencilla y mu—  
cho mis objetiva.
Las colonias résultantes de esta preseleccién, fue—  







































Una vez conflrmada la morfologla positiva a liste- - 
rias, fueron resembradas sobre agar sangre y en el medio de prue 
ba para observar la hidr^lisis de la esculina* Este ultimo pa- 
so se obvi6 en el caso de utilizar la técnica puesta a punto - 
por nosotros, ya que sobre el medio C de aislamiento se obser­
va directamente la hodr^lisis de la esculina.
Sobre el agar sangre volvfamos a comprobar el aspec- 
to de las colonias y la pureza del cultivo, realizando a par—  
tir de êl las pruebas de oxidasa, catalasa, gram, Voges-Pros—  
kauer, rojo de metilo, fermentaci6n de la glucosa e indol como 
pruebas confirmativas.
Cuando esta baterfa de pruebas resultaba positiva - 
continuabamos con la identificaci6n, rechaz&ndolas en caso ne- 
gativo. A1 mismo tiempo y mientras obtenlamos la confirmaci6n/ 
bioqulmica de las distintas cepas, se resembraban en el medio/ 
de Loefflor, en tubos de tap6n de rosea, para observar si ejer 
clan alguna acci6n sobre el suero, y para una vez crecidas
poderlas almacenar a 4^C sobre este medio a fin de conserver—  
las.
Con posterioridad se volvlan a resembrar sobre agar/ 
sangre para investigar la patogenicidad para el rat6n de las/ 
distintas cepas y para observar la producci6n de hemolisinas.
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IV.8.2. Medios y pruebas utllizadoa
Producciân de acetoina y prueba del rojo de metiloi- 
Laa pruebas de Voges-Proskauer y rojo de metilo se realizaron/ 
sobre caldo levadura glucosa lemco, segun la técnica de Bucha­
nan y col., descrita en el manual de Harrigan y col. (141) .- 
este medio se utiliz6 también siempre que se neceait6 hacer —  
cultives en medio liquide, por ser un medio muy rico en el que 
crecen abondante y rapidamente todas las listerias. Su compo—  
sici6n es la siguientet
Peptona --------------------------  10 g
Extracto de c ame Lab-Lemco (Oxoid) 10 g
Cloruro s6dico -------------------  5 g
Glucosa ------------------------  —  S g
Extracto de levadura ------------- 3 g
Agua destilada -------------------  1000 ml
pH -------------------------------- 7,2-7,3
Se disolvieron los componentes, ajustindose el pH y/ 
distribuyéndose en tubos a razdn de 5 ml, se esteriliz6 en au­
toclave a 1l6@C durante 20 minutes, almacendndolo a 4^C hasta/ 
su use.
Para comprobar la produccidn de acetil metil carbi—  
nol, traa la inoculacidn, se somete a incubaciân a 22@C duran­
te 7 dlas, transcurridos los cuales se sépara 1 ml con una pi- 
peta y sobre 4l se afiaden 0,5 ml de una solucidn de alfa-naf- 
tol al 6% y 0,5 ml de hidrdxido pot&sico al l6% segûn la técni 
ca de Barrit, conaiderando positives aquellos tubos que desa—  
rrollan color rojo antes de 30 minutes.
SegiSn Harrigan y col., (l4l), sobre los 4 ml restan­
tes del medio realizamos la prueba del rojo de metilo, con una
solucidn al 0,02^ de este colorante en etanol del 57%* conside
rando positives los tubos en que el medio toraaba un color ro—  
je, signe évidente de que el ph se encontraba con valores infe
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rlores a 4 ,5 ,
Produccl^n de &cldo a partir de carbohidratost El me 
die base utilizado para la acidificaci6n 7 fermentaci6n de azû 
cares fue el descrito por Evans 7  col. en 1.980 (94), ligera­
mente modifieado, con la siguiente composici6nt
Triptona (Difco) ----------------    6 g
Proteosa n« 3 (Difco) ---------   6 g
Extracto de levadura (Difco) ------ 6 g
Extracto de c a m e  Lab-Lenco (Oxoid) 6 g
Agua -----------      — ----- - 1000 ml
p H  ----------------------------------------------  7
Se disuelven los ingredientes 7  se les adade el azû- 
car en una proporci^n de 1% y 2 ml/l de una soluci6n acuosa de 
pûrpura de bromocresol al \% con el fin de obtener una concen- 
traci^n final del 0,002$. Se comprueba el pH ajust&ndolo en ca 
so necesario, se distribuye en tubos de 7 mm de diâmetro a ra- 
z6n de 3 ml y se esteriliza en autoclave a vapor fluente,
1109C 6 115^0, segân los casos (Cuadro n@ 8 ), almacendndolos - 
hasta su uso a 4 ^C.
La inoculaci6n se realiz<S preparando una fuerte sus­
pension (N9 5 de la escala de McFarland) de la cepa a estudiar 
y adadiendo 0 , 0 5  ml de la misma a cada uno de los tubos.
Para la fermentaciOn de la glucosa se utilizO el mis 
mo medio, con la salvedad de que los tubos fueron de 5 mm de - 
di&metro intemo, y previamente a su inoculaciOn se hirvieron/ 
durante 15 minutes, enfriOndoies rapidamente en agua salada a/ 
09C. Tras su inoculaciOn se adadiO una capa de un centimetre - 
de vaselina estOril, a fin de mantener las condiciones de anae 
robiosis.
DespuOs de la incubaciOn a 222C se cciaprobaron cada/ 
24 horas los resultados hasta transcurridos 15 dfas, anotando/ 
como positivos aquellos que en cada momento presentaban clara-
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CUADRO N98: TEMPERATÜRA Y TIEMPO DE ESTER!- 
LIZACION DE LOS DISTINTOS CARBOHIDRATOS
C A R B O H I D R A T O S  M E T O D O  DE E S T E R I L I Z A C I O N
Adonitol ------------------------------ 1109C 10'
Almidon ------------------------------ 1159C 15'
Amigdalina —  ---------------------------  1109C 10'
Arebinosa — — — ----- —----- — -------  Tindalizacion
Celobiosa ------------------- ---------  1109C 10'
Dextrina ------------------------------ 1109C 10'
Dulcitol------ ------------------------------ 1109C 10'
Esculina ------------------------------ 1159C 15'
Fructosa — —  ------------------------  Tindalizacion
^^a lac tes a —■■■— i - ™—- -—- ™, n -»,,. - = 1109 10'
Glucôgeno ------------------------------ 1109C 10'
^jlucosa — , — m —"Il I I I — III 1109 10'
Inositol ------------------------------ 1109C 10'
Lactosa  — ---------------- Tindalizaciôn
Maltosa ----- — —  -------------------- Tindalizacion
Manitol ------------------------------ 1109C 10'
Manosa ------------------------------ 1109C 10'
Melecitosa --------- - ------------------- 1109C 10'
Melobiosa ------ — — ------------------- 1109C 10'
Rafinosa ------------------------------ 1109C 10'
Ramnosa ------------------------------ 1109C 10'
Sacarosa ---- -------------------------  Tindalizaciôn
Salicina ------------------------------ 1109C 10'




mente un color amarlllo»
- Hidr6lisls de la esculina: Para comprobar la hidr^li 
sis de la esculina por parte de las listerias, adem&s del me—  
dio de aislamiento C en que también se observa, preparamos el/ 
descrito por Buttiaux y col., (46) con la siguiente composi- - 
ci on:
• Peptona --------------------------- 10 g
Citrato de hierro araoniacal ----- 1 g
Esculina -------------------------- 1 g
Agar ------------------------------  15 g
Agua destilada -------------------  1000 ml
p  H -------------------------------  7,3
Se disuelven los ingredientes en agua a 50SC, se —  
ajusta el pH si es necesario con una soluci<$n de sosa, y se —  
calienta en autoclave a 115-C durante 30 minutes para precipi- 
tar las sales alcalinotérreas.
Se filtra en caliente y se distribuye en tubos a ra- 
z6n de 10 ml, se esteriliza a IIO^C durante 30 minutes, colo—  
c&ndose posteriormente inclinados hasta que se enfrien y se al 
macenan hasta su uso a 4^C.
El inocule lo realizamos en estr£a a partir de las - 
cepas aisladas en los medios de aislamiento y se incuba a — —  
22SC durante 15 d£as, retirSndolos cuando los tubos se ennegre 
clan, sfntoma évidente de que la cepa hidrolizaba la esculina.
— Hidr6lisis del almid6n: La prueba de la hidr^lisis - 
del almid6n, la realizamos sobre medio s6lido, para lo cual a/ 
una plaça de Pétri que contenfa 10 ml de Agar lemco levadura - 
ya solidifieado, adadimos otra capa de 10 ml de Agar lemco le­
vadura,que contenia almidén soluble al 0,5$. Una vez solidifica 
do, sembramos una estrfa de cada cepa hasta un mâximo de cua—  
tro por plaça y lo llevamos a incubar a 229C durante 7 d£as. - 
Al tërmino de la incubaci6n, inundamos las plaças con 10 ml de 
lugol de Gram. Transcurridos unos segundos el almid6n présente
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en la plaça toma un color morado al reaccionar con el Yodo.Las 
Areas sobre las que se ha.producldo la hldrAllsls aparecen co­
mo zon^ mAs claras, anotando como positivas pues, aquellas ce 
pas que presentaban una zona clara alrededor de las estrias, - 
sfntoma évidente de que poseian beta-amilasas. Un color marrAn 
oscuro indica la presencia de alfa-amilasa.
- Movilidadi Tras unos primeros ensayos con un medio - 
semisAlido inoculado por picadura, y traa comprobar la subjetl 
vidad de los resultados, que a veces se nos producian, decidi- 
mos utilizar el mismo medio pero siguiendo la tAcnica de movi-
lidad selective en tubos de Craigie (Collins, 51) con la si- -
guiente composiciAn:
Proteosa ns 3 (Difco)   5 g
Triptona (Difco)     5 g
Bxtracto de c ame Lab-Lemco (Oxoid)----- 4 g
Cloruro sAdico     1 g
Glucosa     1 g
Fosfato disAdico — — -------------- —  5 g
Agar   1,5 g
Agua destilada ------------------------  1000 ml
pH ------------------------------------- 7,2
Se disuelven los componentes y se comprueba el pH,—  
ajustAndolo en caso nedesario, se esteriliza en autoclave a —  
115^C durante l6 minutos y se distribuye en recipientes estAri 
les que tienen en su interior un tubo abierto por los dos ex—  
treraoB, hasta una altura de unos 2 cm por debajo del borde su­
perior del tubo intemo. Se almacenan hasta su uso a 4^C.
Su inAculo lo realizamos a partir de agar sangre, pa 
ra ello con un asa de picadura tomAbamos una cdonia que inocu 
lamos en el tubo intemo, incubando a 22@C durante 20 d£as. —  
Conforme iban apareciendo signos évidentes de crecimiento en - 
el tubo extemo los fuimos anotando como positivos.
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- AcclAn sobre la leche tomasolada: Para determlnar - 
la acclAn de las listerias sobre la leche se utilizA el medio/ 
bacto litmus milk de Difco, con la siguiente composiciAn:
Leche desnatada -------------------100 g
Tomasol ------------------------- 0, 75 g
Para rehidratar el medio se disolvieron 100 g en ---
1000 ml de agua destilada, distrlbuyendo en tubos a razAn de - 
10 ml y esterilizando en autoclave a 120GC durante 15 minutos. 
Almacenando los tubos a hasta su uso.
El inAculo se realizA con un cultivo joven sobre Agar 
sangre y la incubaciAn se practicA a 22GC durante 30 df as, ob- 
servando el tiempo transcurrido hasta la acidificaciAn o la —  
acidificaciAn y coagulaciAn de la leche que se revelaba por — » 
una pArdida del color pdrpura o por una pArdida del color y —  
coagulaciAn en el segundo caso.
- Crecimiento y reducciAn del azul de metileno al 0,1$ 
en lechet Se preparA este medio para evaluar la posibilidad de 
crecimiento de las distintas cepas de listerias en una concen- 
traciAn del 0,1% de azul de metileno, en un medio de la si- —  
guiente composiciAn %
Leche descremada ------------------  100 g
Extracto de levadura -------------- 3 g
Azul de metileno  -------------- 1 g
Agua destilada ------    1000 ml
p H  -------------------------------  7,2
Se ahade poco a poco el agua destilada a un matraz - 
que contiene los distintos ingredientes sometidos a agitaciAn/ 
mediante un agitador magnAtico y una vez disuelto, se ajusta - 
el pH y se distribuye en tubos de l6 por l60 mm a razAn de - - 
8 ml, esterilizando en autoclave a 115-C durante l6 minutos. - 
Una vez esterilizado y antes de su uso, se almacena de 24 a 48
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horas a 4®C en nevera para permitir la oxldaclAn del azul de - 
metileno quo queda reducldo en el procedo de esterlllzaclAn, - 
quedando a partir de este momento apto para ser utilizado*
Se procediA a la inoculaciAn e incubaciAn como en el 
caso anterior, retirAndolos y anotando la fecha del momento —  
de la reducciAn total del azul de metileno*
- Suero de Loefflert Se utilizA como medio de conser—  
vaciAn de las distintas cepas (GAmez Mampaso, 117), asf como - 
para observar si existla algAn tipo de actividad serolftlca. - 
Para su preparaciAn se disdvieron
2.5 g de Triptona
1.0 g de Extracto de Levadura
1.0 g de Extracto de c ame
2.5 g de Glucosa
en 250 cc de agua destilada, tras cuya esterilizaciAn a ll6fiC/ 
durante 15 minutos, se mezclaron asApticamente con 750 ml de - 
suero de caballo estAril.
La mezcla se distribuyA en tubos de tapAn de rosea - 
a razAn de 8 ml por tubo y se colocaron en un homo Pasteur en 
posiciAn inclinada durante 2 horas a 8OGC. Una vez coagulado - 
el suero se almacenan en nevera hasta su uso.
La siembra se realizA por estrfa y se incubA a 229C 
durante 4 A 5 dlas. Una vez crecidas las distintas cepas, se/ 
observaron con lupa estereoscApica por si existla algAn tipo/ 
de acciAn sobre el suero o para observar la presencia de posi 
bles colonias contaminantes; en caso de resultar el cultivo - 
puro lo almacenAbamos en nevera a 4^0 para la conservaciAn de 
las distintas cepas.
- Medio para la reducciAn de nitratos: Ante la difi—  
cultad planteada para comprobar la reducciAn de nitratos por/ 
parte de algunas cepas de listerias en los medios ordinarios, 
por falta de crecimiento, confeccionamos uno en el que se pro 
ducla un crecimiento abondante asl como una fAcil nitrifies—
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clAn por parte de las cepas reductoras, con la siguiente compo 
siclAn%
Nitrate PotAsico ---------------------  0, 2 g
Bactopeptona (Difco) ---------    8 g
Cloruro sAdico ------------------------- S S
Extracto de c a m e  Lab-Lemco (Oxoid) - 5 g
Extracto de Levadura (Difco) --------- 3 g
Agua destilada ------------------ ----- 1000 ml
p H  -------------------------------------------------  7,2-7,3
Para su preparaciAn se disolvieron los ingredien- —  
tes en el agua y una vez ajustado el pH se distribuyen en tu—  
bos a razAn de 10 ml, esterilizAndose a ll69C durante l6 minu­
tes y almacenAndolos a 4^C hasta su utilizaciAn.
Se inocularon los tubos a partir de un cultivo joven 
a Agar-Sangre y se incubA a 22GC durante 7 dlas, transcurridos 
los cuales, aHadimos 1 ml de cada uno de los dos réactivés de/ 
Griess-Ilasvay modifie ados por McLean y col., en 1.966 (c it ados 
por Harrigan y col., 141) y que tiens la siguiente composi- —  
ciAn:
Reactive 1t
Acide suifanllico ---------------------  1 g
Acide acAtico, 5 N  --------------------  100 ml
Reactive 21
Alfa naftoi -------- -------------------  1 g
Etanol al 95$--- ------------------------  100 ml
La presencia de nitrate se pone de manifiesto por —  
formarse un color rojo en pocos minutos; en los casos negati—  
vos ahadlamos una pequefia cantidad de polvo de zinc para com—  
probar la presencia del nitrate en el medio que al reducirse - 
por el zinc nos reveiaba el tubo como positive.
PreducciAn de indol a partir del triptAfano:para evidenciar - 
si existia producciAn de indol por parte de las cepas a inves-
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tigar se utillzA un medio que contenfa una triptona al 1$ (en 
la que comprobamos que estaba libre de indol) y cloruro sAdi- 
co al 0,5% con un pH final de 7,2. Una vez entubado a razAn - 
do 10 ml por tubo y esterilizado a 1212C durante 15 minutos,- 
se inocularon e incubaron a 20GC durante 7 dfas, poniAndose - 
de manifiesto la existencia de Indol mediante la adiciAn de - 
0,5 ml del reactive de Kovacs.
Prueba de la beta-galactosidasa: La producciAn de este enzi—  
ma se puso de manifiesto tras aüadir un disco de ONPG (Pas—  
teur) a un mililitro de una suspensiAn densa (tubo nG 5 de la 
escala de McFarland) de la cepa problema en soluciAn salina - 
al 0,8%. El desarrollo de un color amarillo, debido a la libe 
raciAn de ortonitrofenol, tras una incubaciAn a 3 7®C durante/ 
18 horas, fue interpretada como la positivaciAn de la prueba.
Prueba de la c itoc romo-ôxidas a % Se realizA sobre tiras reac —  
tivas de fathotec", para lo cual sobre la zona reactiva de la 
tira se extendfan 1 A 2 colonias con un asa de platino estA—  
ril. El desarrollo de un color azul en 30 segundos,debido a - 
la producciAn de indofenol e considerA como evidencia de la 
presencia del enzima.
Prueba de la catalasas Sobre una got a de peroxido de hidrAgeno 
emul si on amos una colonia de un cultivo joven de la cepa a in<* 
vestigar crecida en un medio libre de azucares y ain extrac­
to de levadura. La presencia del enzima se evidenciA por el - 
burbujeo producido al liberarse el oxfgeno.
ProducciAn de amoniaco a partir de la urea* Para poner de ma­
nifiesto si nuestras cepas eran capaces de hidrolizar la urea 
con producciAn de amoniaco utilizamos el Agar urea de Chris—  
tensen (1.946) (citado per Harrigan y col., 1 4I) con la si- - 
guiente composiciAn:
Peptona ------------------------------ 1 g
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Cloruro sAdico — — — — — — — — — — —  i g
Fosfato monopotAsico —  ------------------- 2 g
Glucosa--------------— ------- ------------  1 g
Rojo fenol al 0,2$ en sol acuosa--------- 6 ml
A g a r ---------------------------------------- 20 g
Agua destilada------ — — ----- ------------  1,000 ml
Disolvimos los ingredientes y los repartîmes en tubos/ 
con tapAn de rosca a razAn de 9 ml por tubo, esterilizando en - 
autoclave a 12ISO durante 15 minutos,
DespuAs de enfriarlos a 50BC en un bano maria anadia—  
mos de forma asAptica 1 ml de una soluciAn de urea al 20$, para 
obtener una concentraciAn final de urea del 2$,
Los tubos se disponian en posiciAn inclinada, dej Ando- 
los enfriar y conservAndolos en nevera a 4-C,
Para su utilizaciAn se sembraron en estria y se incub_a 
ron a 229C durante 10 dias; los casos positivos se evidenciaron 
por el paso de color amarillo al rojo, al aiealinizarse el me—  
dio por el desprendimiento de urea, Con el fin de confirmar el 
resultado de los positivos, se sembraron nuevamente en el mismo 
medio sin urea por si el amoniaco producido pudiera provenir de 
la peptona en lugar de la urea.
ProducciAn del sulfhldrico a partir de la cistina: Para verifi- 
car la producciAn de sulfhidrico, utilizamos la tAcnica descri­
ta por Harrigan y col. (141)* Para lo cual en el Caldo levadu­
ra glucosa lemco, ya descrito para la realizaciAn de la prueba 
del Voges-Proskauer, disolvlamos 0,1 g de cistina por litro de/ 
medio, entubando a razAn de 5 ml y esterilizando a 1169C duran­
te 20 minutos. En el momento de la siembra colocamos entre el 
tapon y el tubo, de forma que la parte inferior de la tira no - 
contactara con el medio, una tiras de papel de filtro de - - - 
5x0,5 cm previamente impregnadas en una soluciAn saturada de —
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acetato de plomo, secadas y esterilizadas en homo Pasteur a - 
8OBC durante 2 horas. Los tubos fueron incubados junto con un/ 
testigo a 22GC durante 10 dlas, anotando como resultados posltl 
VOS aquellos en que se habla ennegrecido el papel en este tiem­
po , signo evidente de la producciAn de sulfhldrico. En los tu­
bos negativos anadlamos 0,5 ml de Acido clorhldrico 2N, restitu 
yendo acto seguido el tapAn con la tira, para comprobar el des­
prendimiento del sulfhldrico que hubiera podido quedar disuelto 
en el medio.
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IV.9 . ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
Ante los resultados que veniamos obtenlendo en la detec 
ciAn de hemolisinas aun aplicando la prueba C.A.M.P. (Seeliger, 
248), en los que rauchos casos se observaba cierto grado de di—  
gestiAn pAptica de la sangre que nos hacla muy dlficil la inter 
pretaciAn de los resultados, decidimos verificar la potencia he 
molftica de cada cepa en micropruebas realizadas en tubo, si- - 
guiendo la tAcnica de Sffrensen (298).
Con posterioridad modificamos el mAtodo de recogida de 
hematles y el tampAn sobre el que haclamos las suspensiones, —  
por los utilizados para la tAcnica de fijaciAn del complemento - 
en la Escuela Kacional de Sanidad (10), que nos ofrecieron unas 
hemAlisis mucho mSs clara. La tAcnica podemos resumirla en los 
siguientes pasos:
1.- Recogida de Hematles: Empleamos hematles de carn^
ro. La sangre se recogla directamente de la yugular con una je^ 
ringa estAril de 10 mlj inmediatamente se mezclaba la sangre re^ 
cogida con igual cantidad de una soluciAn conservadora Alsever, 
con la siguiente fArmula:
Glucosa  ---------------------------  18,66 g
Cloruro sAdico------------------------  4,18 g
Citrato sAdico — — — — — — — — — — —  8,00 g
Ac ido cltrico  —  ------------------ 0,55 g
Agua destilada -— — — — — — — — — — —  1.000 ml
Se reparte en frascos pequerîos a razAn de 10 ml (que—  
dando en el frasco suficiente espacio para anadir 10 ml de san­
gre) y se esteriliza en autoclave a vapor fluente durante 1 ho— 
ra o bien por filtraciAn.
Una vez mezclada con la sangre de carnero se almacena 
en nevera donde se conserva hasta 1 mes, no comenzando a usarla
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hasta transcurridos 5 dias de la recogida. Antes de utilizar—  
los hacemos una suspensiAn de hematles al 2$ en la soluciAn de/ 
Mayer Croft, que tiene la siguiente composiciAn:
Cloruro sAdico — — — — — — — -—  --—  85 g
Acido diet il barbitdrico 5,5----------- 5 , 7 5 g
Dietil barbiturate sAdico 5,5   3,75 g
Cloruro magnAsico--------------------  1,68 g
Cloruro cAlcico ----------------------  0,28 g
Agua destilada---------------------- - 2.000 ml
Para su preparaciAn ponemos a calentar (sin que hier—  
va) 500 ml de agua destilada en un matraz de 2.000 ml y disolve 
mos el Acido di et ilb arbitArico. Una vez disuelto ahadimos el — 
cloruro sAdico y el barbiturate sAdico; llevamos el volumen a - 
2.000 ml con agua destilada y afiadimos el cloruro cAlcico y mag 
nAsico. Esterilizamos en autoclave a 121GC durante 20 minutes/ 
y la dejamos enfriar, el pH estarA comprendido entre 7,4 y 7,6. 
Esta soluciAn se conserva en nevera a 4^ 0, y para utilizarla, — 
siempre se diluye al quinte en agua destilada.
2.- PreparaciAn de la suspensiAn de Hematles: Para prg 
parar la suspensiAn de hematles tomAbamos los 10 ml de sangre - 
diluidos en 10 cc de soluciAn Alsever y los centrifugamos a 800 
r p m durante 20 minutos; retirâmes el sobrenadante y lo susti- 
tuimos por igual cantidad de soluciAn Mayer Croft l:5î volvemos 
a centrifuger y repetimos la operaciAn dos veces mAs. DespuAs/ 
del Altimo lavado y una vez retirado el sobrenadante, tomamos 2 
ml de hematles y los suspendemos en 100 cc de soluciAn Mayer —  
Croft al quinte quedando ya listes para su uso, y pudiendo con- 
servarse en nevera a 4GC durante 15 A 20 dlas.
Para realizar la prueba, en tubos de 10 mm de diAmetro, 
depositamos 0,5 ml de la suspensiAn de hematles al 2$ y anadi—  
mos 0,1 ml de una suspensiAn de cada una de las cepas en solu—
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ciAn salina al 0,8$, con una opacidad similar al tubo 1 de la - 
escala de McFarlan de suifato de bario que contenta aproximada- 
mente 3x10^ bacterias por mililitro. Agitâmes los tubos tras - 
sellar las bocas con papel de parafina y los colocamos a incu—  
bar a 229C durante 18 horas, sometiAndolos a refrigeraciAn a —
4-C otras 6 horas mAs y anotando los resultados de hemAlisis t^ 
tal o parcial tras comparaciAn con los testigos que contenlan/ 
solamente 0,5 ml de la suspensiAn de hematles y 0,1 ml de solu­
ciAn salina al 0,8$,TambiAn realizamos las pruebas de hemolisi­
nas suspendiendo los cultives en una soluciAn de glucosa al 0,5$ 
en agua destilada con un 0,6$ de cloruro âAdico.
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IV.10. PRUEBAS SEROLOGICAS
Una vez recogida la sangre y reraitida al laboratorio,/ 
se dejA coagular a temperatura ambiente, introduciAndola des- - 
puAs en nevera a 42C para separar el suero, que una vez recogi- 
do se distribuyA en una serie de 9 tubos de Kahn por muestra, - 
procediAndose del modo siguiente:
En el primer tubo se situaron 0,9 ml de tampAn fosfato 
a pH 7,2 y 0,1 ml del suero problema; despuAs de homogenizar —  
perfectamente transferiamos 0,5 ml al segundo tubo que ya conte 
nia 0,5 ml de tampAn fosfato al igual que los siguientes, homo­
gen izAb amos y repetlamos el proceso hasta el tubo octavo, reti- 
rando de Aste los 0,5 ml que sobraban. Con posterioridad adadlg 
mos 0,5 ml del antlgeno comercial Difco tipos 1 y 4 y homogeni- 
zAbamos perfectamente, quedando el noveno tubo como testigo, ya 
que sAlo contenla 0,5 ml de tampAn fosfato y 0,5 ml de antlgeno, 
pero no suero.
Incubamos a 509C durante 2 horas en bado maria y poste 
riormente a 4*0 durante una noche en nevera, segAn las recomen— 
daciones de la casa suministradora del antlgeno (73)} procediAn 
dose finalmente a su lectura, observando hasta que tubo se ha—  
bla producido la aglutinaciAn por comparaciAn con el testigo —  
que sAlo tenia sedimentaciAn. Conforme a este esquema de trabg 
jo, obtuvimos resultados con unas diluciones positivas del sue­
ro desde 1/20 hasta I/2 5 6O.
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IV.11. ANTIBIOGRAMAS
La senslbllldad a diverses antibiAticos de las cepas - 
aisladas se estudiA mediante la tAcnica de difusiAn sobre agar/ 
de Mueller-Hinton (Difco) al que se le aftadiA un 5$ de sangre/ 
desfibrinada de carnero.
Las plaças Pétri de 8 cm de diAmetro, se lienaron con/ 
20 ml de medio, para que la profundidad del agar fuera aproxima 
dament e 4 mm.
El inAculo se preparA a partir de un cultivo de 72 ho­
ras en Caldo levadura glucosa lemco, del que se separA 1 ml di- 
luyAndose en 9 ml del mismo caldo sin inocular; de esta disolu- 
ciAn (l/lO) se tomaron 3 ml con los que se inundaron las plaças, 
retirando el liquide sobrante despuAs de haberlo puesto en con 
tacto con toda la superficie del agar durante unos minutos.
Tras secar las plaças a 37GC, durante 15 minutos, se - 
colocaron los discos de antibiAticos (Difco y Pasteur) a razAn/ 
de 5 por plaça.
La incubaciAn a 228C se prolongA por un période de 36 
horas, transcurridas las cuales, se llevA a cabo la lectura, p^ 
ra lo cual se midiA el diAmetro del halo de inhibiciAn con un - 
compAs, que luego aplicamos sobre una régla graduada.
Para calcular la concentraciAn minima inhibitoria - - 
(cm) a que cada antibiAtico era eficaz, para las distintas ce— 
pas, se llevaron los diAmetros del halo sobre la curva de regre^  
siAn que para cada antibiAtico confeccionamos con los dates su— 
ministrados por el manual de tAcnicas de bacteriologia de - - - 
Daguet y Chabbert (66). Para ello représentâmes en ordenadas - 
los diAmetros de las zonas de inhibiciAn en milimetros,y en abs^  
cisas las CMI. Con el fin de conseguir una interpretaciAn mAs/ 
r Apida represent amos las C m  en forma logaritmica, transforman
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do la funcl6n exponenclal en una ecuaciAn lineal.
Las medidas en milimetros de los halos de inhibiciAn - 
en los antibiogramas realizados con las distintas cepas, se ex- 
trapolaron a la ordenada de la recta, obteniendo en abscisas el 
logaritmo de la CMI. Hallando el antilogaritmo se obtiene — - 
directamente la concentraciAn minima inhibitoria a que cada an­
tibiAtico era eficaz.
Probamos 10 antibiAticos de los mAs utilizados en la - 
clinica prActica para este tipo de procesos por su fAcil difu—  
siAn a los distintos tejidos orgAnicos y por su probada efecti- 
vidad frente a las listerias.
Los antibiAticos utilizados, asi como la potencia de — 
los discos empleados y sus concentraciones y diAmetros criticos 
quedan expuestos en el cuadro nG 9.
Debido a los resultados que obtuvimos y por ser de mAs 
fAcil interpretaciAn y manejo, los logarltmos de la funciAn se/ 
han tomado con base dos, con lo que las rectas de regresiAn pa­
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IV.12. INOCULACIONES EXPERIMENTALES EN ANIMALES DEL LABORATORIO
Las pruebas de letalldad de las distintas cepas de Lis 
teria se llevaron a cabo sn dos etapas.
En la primera de ellas probamos por diversas vlas y en 
varios animales de experimentaci6n distintas cepas standard de 
L« monocyt6genes pertenecientes a varios serotipos suministra—  
dos por Seeliger o Ivanov. En una segunda etapa se probaron to 
das las cepas de Listeria obtenidas en el muestreo, con el fin/ 
de observar su patogenicidad sobre el rat6n.
Cepas estudiadas en la primera etapa:
Las cepas que se probaron se corresponden con los sero^  
tipos l/2a, l/2b, l/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 5, 
y 7) de las suministradas por Seeliger; y las cepas: 41178 sero 
tipo la; la 71778 serotipo 4b, serotipos 5 y 6 de las suminis—  
tradas por Ivanov, todas ellas aisladas a partir de animales.
Animales de experiment aci6n:
Se utilizaron animales de laboratorio de distintas es- 
pecies y ambos sexos. Asi inoculamos:
Conejos entre 2,5 y 3 Kg de peso
Cobayas entre 400 y 500 gr de peso
Cricetos entre 300 y 350 gr de peso
Ratones entre 30 y 40 gr de peso
Vfas de inoculacién:
Se utilizaron con las diversas cepas y especies las —  
vfas subcutSnea, intraperitoneal, intramuscular, endovenosa, —  
subdural, oral y éamara anterior del ojo e instilaci6n conjunti 
val.
Sistema de inoculaci6n:
De un cultivo de 36 horas a 225C sobre Agar sangre y -
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mediante arrastre con el asa de platlno, reallz&bamos una sus—  
^ensl6n de las distintas cepas en una soluclin estéril de - - - 
Ringer al cuarto. Despu&s de homogenizar perfectamente la sus­
pension mediante agitaciOn mecOnica, se continuO diluyendo has- 
ta obtoner una turbidez aproximada al tubo numéro 1 de la esca- 
la de Me Farland de suifato do Baric, lo cual corresponde apro-
g
ximadamente con 3»10 bacterias por ml (GastOn, 110).
Inmediatamente se procediO a la inoculaciOn de los dis 
tintos animales.
Inoculaciones;
Se practicaron sobre lotes de 3 animales para cada via 
y cepa, de los que uno se dejO como testigoj caso de aparecer - 
algdn resultado paradOjico se repetla la experiencia con lotes/ 
de 5 animales, quedando uno igualmente como testigo.
Las cantidades inoculadas fueron las siguientcs:
CONEJO
via subcut&nea: Se inocularon 5 ml de la suspensiOn en 
la zona de la espalda, previamente afeitada y desinfectada con/ 
una soluciOn alcohOlica de yodo.
via intraperitoneal: Las inoculaciones se hicieron con 
5 ml de la suspenslOn bacteriana en la regiOn umbilical.
via endovenosa: Ingurgitando previamente la vena margi 
nal de la oreja mediante la aplicaciën de una pinza, inoculamos 
lentamente 5 ml de la suspension en una zona previamente rasurai 
da y desinfectada.
Vla intramuscular: Los inOculos se hicieron en la re—  
giOn poplltea previo rasurado y desinfeetado; la cantidad inocu 
lada fuO de 5 ml.
Via subdural: Practicamos primeramente una incisiOn —  
con histurl en la llnea media de la cabeza, 2 cm por enclma de/ 
la llnea que une los ojos. Una vez disecada la piel, el tejido 
SiibcutOneo y levantado el periostio, con un trOpano perfor&ba—
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mos el crâneo, instilando lentamente con una jeringa de insuli- 
na, 0,1 ml de la suspensiOn bacteriana a travOs de la durama- - 
dre. Acto seguido se suturaba la piel con seda estéril.
• Câmara anterior del ojo: Anestesiamos la zona con xi-
localna al 155 y tras sujetar perfect amente el globo ocular, ino 
culamos,en el borde de la c&nara anterior del ojo y con la agu- 
ja perperidicular al eje antero-posterior, 0,05 ml de la suspen- 
siOn bacteriana. Tras la inoculaciOn, se observaba enturbia- - 
miento de la cOmara anterior, signo evidente que la inoculaciOn 
era correcta.
via oral: Tras una dieta hldrica de 18 horas, con su-
ministro de comida normal colocamos en los bebederos una suspen 
siOn de bacterias en agua destilada con una opacidad similar al 
tubo 3 de la escala de Me Farland (aproximadamente 9.10^ bacte­
rias por ml),
Aproximadamente a las 2 horas hablan consumido los 2 5 
ml por animal que colocamos en los bebederos, restituyendo a —  
partir de este momento el agua de bebida normal.
COBAYAS Y CRICETOS
Se emplearon las mismas vlas que en el caso de los co­
ne jos, a excepciôn de la via endovenosa y la c&mara anterior —  
del ojo. La sisteraStica de inoculaciôn tambiën fue semejante,/ 
excepcidn hecha de las cantidades inoculadas, que fueron exacta 
mente la mitad; asl, emplearoos 2,5 ml de la suspensi6n bacteri^ 
na en las vlas subcut&nea, intraperitoneal e intramuscular, — — 
0,05 ml en la via subdural y 12 ml en la via oral.
RATONES
Se emplearon las mismas vlas y sistemas de inoculaci6n 
que en los conejos con las diferencias propias derivadas de las 
diferencias anatomicas de ambas especies. No se utiliz6 la via 
endovenosa ni la inoculaci6n en la c5mara anterior del ojo, - - 
practic&ndose, sin embargo, una instilaci6n conjuntival.
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En el caso de la inyeccl6n subdural no fu4 preclso — — 
practicar la trepanaci^n prevla, ya que con la mlsma jeringa de 
InoculaciSn, inyectamos directamente 0,02 ml. *
Las cantidades Inoculadas fueron ademâs de las expues- 
tas, 0,5 ml por las vlas subcut&nea, intramuscular e intraperi­
toneal, y 1 ml por via oral.
Necropsias y aislamientos a partir de los animales ino
culados!
A medida que los animales inoculados por las distintas 
vlas iban muriendo, anotamos la fecha y hora de su muerte y —  
les practlcâbamos una necropsia slstemdtica, accediendo a las - 
cavidades de forma as4ptica. Para ello, en bandejas o planchas 
adecuadas (segun los casos) se sujet<5 al animal en decûbito su- 
pino, afeitando y desinfectando toda la superficie corporal —  
con alcohol etilico de 96®, procediendo a la apertura de las —  
distintas cavidades, previa diseccl6n de la piel.. En primer - 
lugar incidlamos la cavidad abdominal, anotando las Icsiones y/ 
tomndo muestras de forma as4ptica de hlgado, bazo, glAndulas - 
anterrenales, riPhSn y exudado peritoneal; posteriormente abrla- 
mos la cavidad torScica tomando muestras de sangre del ventrlcu 
lo izquierdo, pulm6n (de los focos lesionados) y exudado pieu—  
roi y por dltimo levant&bamos la b6veda craneana observando el/ 
estado de las meninges, el encéfalo y tomando muestras de él.
Después de homogeneizar perfectamente las muestras con 
un rompedor de c4lulas manual en el medio de recogida A, proce- 
dimos a sembrar sobre Agar levadura glucosa lemco sangre y el - 
medio de aislamiento C, incubando a 229C durante 2 dlas y dejan 
do un resto a 4®C para evitar la p^rdida de la muestra en caso/ 
negative.
Parr>lel■’mente una porci6n de las muestras fu^ tratadn/ 
convenientemente para su observaciôn microscôpica y ultramicros^
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cdplca.
Finalmente, los animales inoculados y que no morian al 
cabo de 21 dlas eran sacrificados, procediëndose a partir de es 
te momento del mismo modo que en los casos anteriores.
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IV. 13. TECNICAS DE 0B5ERVACI0N
Para la observacion de tejidos, tanto a bajos aumentos - 
(microscopio 6ptico),como ultraestructuralmemte (mediante el micros 
copio electronico), las muesras se procesaron de la siguiente forma:
M U E S T  R A S
FI J A C I O N
L A V A D O
P O S T  FI J A C I O N
L A V A D O
D E S  H 1 D R A T  A C I O N
I N C L U S  ION
Glularaldehido al 2% en 
Buffer Milloning de pH 
7,3 . Tiempo: 2 horas
Buffer Milloning con 
sacarosa . pH 7,5
OS O^ al 1% en Buffer 
Milloning .pH 7,3. 1 hora
Buffer Milloning con 
sacarosa.pH 7,3
Mediante series crecientes 




C o r t e s  s e m if in o s  
1 a  2 /*■
D e s p la s t i f i c a r
T in c io n  co n  
h e r n a to x i l in a - e o s in a
C o r te s  u l tr a f in o s
400 A
C o n t r a s te  con
A c e ta to  de u r a n ilo  
C i t r a t e  de p lo m o
O b s e rv a c io n  a l  ; 
m ic r o s c o p io  o p tic o
O b s e rv a c io n  a l  ; 
m ic r o s c o p io  e le c t r o n ic o
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IV.14. MET0D03 ESTADISTIC06
Todos los cdlculos de los valores tlpicos de las dis—  
tribuciones reallzadas, los Indices de dispersidn (varlanza y - 
desviacl6n tipo), estimaci6n de la seguridad de los parâmetros/ 
calculados y sus intervalos de confianza, adem&s de los "tests" 
de homogeneidad de los valores hallados asl como la comparacidn 
de sus Indices, se ban realizado segtSn formulas obtenidas de —  
los manuales de estadlstica Laraotte (l88), Snedecor y col (295) 




V. 1 » 1. Primera etapa
Los resultados obténidos tras estudiar el comportamien- 
to de dos cepas de L. monocytogenes (una heraolltica y otra no) - 
en coprocultivos realizados con heces de ganado ovino y bovino - 
en diverses medios de recogida, énrlquecimiento y aislamiento, - 
tras un tiempo variable de incubaci^n y en los que se inocularon 
previamente estas listerias, quedan expuestos de la tabla A-1 a 
la A-18.
Recordemos que uno de los prop6sitos fundamentaies de - 
esta etapa era investigar el rendimiento de los diatintos me- - 
dlos de aislamiento,con objeto de seleccionar aquellos en los —  
que obtuvieramos majores resultados. Para ello resembrabamos los 
coprocultivos patrones en los distintos medios probados. Una/ 
vez incubados (37®C durante 18-24 horas) del total de colonias - 
crecidas se selecclonaban aquellas, que por sus caracterlsticas 
morfol6glcas ,podlan corresponderse con listerias. Coraprobando- 
se con posterioridad su pertenencia al gënero.
Asl mismo, elaboramos un coeficiente résultante de divi 
dlr el ndmero de colonias positivas (que pertenecfan al género)/ 
por el ndmero total de seleccionadas. Indicandonos este coefi—  
ciente la facllidad con que las colonias de listeria eran visna- 
lizadas en el contexte de todo el crecimiento de la plaça.
/I
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 29 44 50




Tabla A-1% Cultives en agua de peptona ramnosa. Cepa
hemolltica.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 30 42 44




Tabla A-2: Cultives en agua de peptona ramnosa. Cepa no
hemolltica.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 28 40 42








Colonias seleccionadas 30 41 45




Tabla A-4< Cultivos en caldo triptosa fosfato . Cepa no
hemolltica.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias aeleccionadas 27 43 41




Tabla A-5» Cultivos en caldo triptosa fosfato nalidlxi-
co. Cepa hemolltica.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 30 42 39




Tabla A-6: Cultivos en caldo triptosa fosfato nalidlxi-
CO, Cepa no hemolltica.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 26 52 51




Tabla A-?: Cultivos P.N.P.A. a 15®C, provenlentes de —
agua de peptona ramnosa . Cepa hemolltica.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 19 47 51




Tabla A-8: Cultivos en P.N.P.A. a 15®C, provenlentes de
caldo triptosa fosfato. Cepa hemolltica.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 15 44 38




Tabla A-Ç; Cultivos en P.N.P.A. a 15®C, provenlentes de




Colonias seleccionadas 17 58 57
Colonias positivas 2 28 41
Colonias positivas
0,11 0,48 n 71
Colonias seleccionadas
U, / 
Tabla A-lOt Cultivos en P.N.P.A. a 15*C, provenientes -
de agua de peptona1 ramnosa. Cepa no• hemoli
tics.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 20 42 46




Tabla A-1It Cultivos en P.N.P.A. a 15*C, provenientes -
de caldo triptosa fosfato. Cepa no hemoli-
tica.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 15 46 39




Tabla A-12: Cultivos en P.N.P.A. a 15*C, provenlentes - 




Colonias seleccionadas 23 62 55
Colonias positivas 2 32 46
Colonias positivas
0 , 0 8 0,51 0,85
Colonias seleccionadas
Tabla A-13: Cultivos en P.N.P.A. a 4®C, provenlentes de
agua de peptona ramnosa. Cepa hemolitlca.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 23 50 55




Tabla A-I4î Cultivos en P.N.P.A. a 4®C, provenlentes de
caldo triptosa fosfato. Cepa hemolitlca.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 22 42 48




Tabla A-15: Cultivos en P.N.P.A. a 4®C, provenlentes de




Colonias seleccionadas 22 54 59
Colonias positivas 3 27 46
Colonias positivas
   ............   0,13 0 , 5 0  0,77
Colonias seleccionadas
Tabla A-16: Cultivos en P.N.P.A. a 4®C, provenlentes de 
agua de peptona ramnosa. Cepa no hemolitl­
ca.
A.T.N. A.N.P. A.S.N.
Colonias seleccionadas 26 59 49




Tabla A-17: Cultivos en P.N.P.A. a 4®C, provenlentes de 
caldo triptosa fosfato, Cepa no hemolitlca,
A.T.N. A.N.r. A.S.N.
Colonias seleccionadas 23 48 47
Colonias positivas 2 2 3 36
Colonias positivas
0 , 0 8  0,47 0,76
Colonias seleccionadas
Tabla A-l8: Cultivos en P.N.P.A. a 4®C, provenlentes de 
caldo triptosa fosfato nalldixlco. Cepa no 
hemolitlca.
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Otro dato muy interesante a estudiar, era el tiempo 6p 
tlmo de lncubacl6n. En la tabla A-19,como puede apreclarse, he- 
mos reflejado el ndmero total de colonias que alslamos a partir/ 
de los medios que mantenlamos Incubando a 4® y 15®C respectIva—  
mente, tras diverses périodes de Incubaclén.
Tiempo Dlas NS de Colonias
4®C 15®C Total
17 49 47 96
24 58 74 132
31 89 69 158
38 123 57 180
45 142 39 181
52 141 36 177
60 138 32 170
Tabla A-19: NB de colonias aisladas a 4®C y 15®C,
Este dato queda tamblén reflejado en el pollgono de fre 
cuenclas represent ado en la figura A-1, en el que se puede ob­
server la evolucl6n de los aislamientos realizados a partir de - 
los medios de enrlqueclmlento a 4®C y 15®C.
Como puede apreclarse por los datos anterlormente ex- - 
puestos, el mSxlmo de colonias aisladas, cuando los medios de en 
rlqueclmlento se mantenlan a 4®C, se corresponde con los alsla—  
mlentos que se practicaron en el dla 45 de lncubacl6n,con un — — 
1 9,18$. Mlentras que cuando el enrlqueclmlento se reallzd a - - 
15®C el mâxlmo de aislamientos colncldlô con el dla 24 de enrl—  
queclmlento, obtenlendo este dla un 20,54$ del total de alsla- - 
mlentos.
Luego, el tiempo de Incubaclén se reduce notablemente - 
cuando los cultivos se enrlquecen a 15®C en lugar de a 4®Cj sln/ 
embargo, tamblën se reduc? " ?*nero de colonias aisladas, 740 a 
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For otra parte, el medio solide en el que nos han side/ 
m&s faciles les aislamientos per distinguir mejor las colonias - 
de listeria de las del reste de contaminantes, ha side el Agar - 
sangre nalidfxico con un total de 650 colonias aisladas frente a 
856 preseleccionadas y per tanto con un coeficiente de colonias 
aisladas positivas/colonias seleccionadas*» 0,75»
Para el medio Agar ramnosa nalidlxico polimixina B, la/ 
cifra de colonias aisladas en total es de 854 frente a 397 posi­
tivas, con un coeficiente colonias aisladas positivas/colonias - 
seleccionadas =• 0,46.
Para el medio Agar nalidlxico telurito pot&sico, estas/ 
cifras son de 42 colonias aisladas frente a 425 seleccionadas, - 
con un coeficiente igual a 0,098.
B1 medio de recogida a partir del que se h an aislado —  
mis listerias ha sido el medio Agua de peptona ramnosa con 119 — 
colonias, esto es un 37»7/6 de colonias aisladas frente al 3 2,656/ 
que se aislaron a partir del medio Caldo triptosa fosfato nalid£ 
xico y 29,5256 a partir del Caldo triptosa fosfato, habiindose —  
aislado I6 I cepas hemollticas y 154 no hemoliticas.
La utilizaciin de medios de enriquecimiento ha supuesto 
el aislamiento de 774 colonias frente a 315 que se aislaron a —  
partir de los medios de recogida, esto es un 71»756 del total de/ 
los aislamientos. Correspondiendo el miximo de colonias aisla—  
das a los enriquecimientos que se hicieron a partir del Agua de/ 
peptona ramnosa con 288 colonias aisladas, esto es un 37,25& del/ 
total, representando las aisladas a partir de los enriquecimien­
tos del Caldo triptosa fosfato el 33,0756 y el 29»756 las aisladas 




Durante esta segunda etapa, se aislaron un total de 1/5 
cepas de Listeria, correspondientes todas a la especie L. monocy­
togenes .
De ellas, 118 se obtuvieron a partir de las heces de 6l/ 
ovejas que se corresponden con el 5,54/6 de los animales muestre^ 
dos, las 57 restantes se aislaron de las heces de 32 vacas que - 
corresponden al 4,26/6 de las muestreadas.
La evoluci6n de los aislamientos, as£ como el medio so­
bre el que se aislaron, pueden observarse en las tablas A-20, —  
A-21 y en las figuras A-2, A-3 y A-4.
De las 6l muestras de ganado ovdno que resultaron posi­
tivas, todas lo fueron sobre el medio Agar sangre nalidixico y - 
57 (93,4^) io fueron sobre Agar suero nalidlxico tripaflavina.
De los 32 coprocultivos positives de ganado vacuno, 31 
(9 6 ,8/6) lo fueron sobre Agar sangre nalidlxico y 26 (8 1,2556) so­































































































































































































En esta tercera etapa se muestrearon sistemiticamente - 
100 ovejas elegidas al azar de un rebano de 300, mediante la sis 
temitica clisica y la puesta a punto per nosotros, Encontrando/ 
los siguientes resultados de aislamientos para cada una de las - 
especies de Listerias (tabla A-22 y figura A-5).
Especie Método clisico Mitodo modifieado
L. monocytogenes 5 20
L. grayi 2 80
L« murrayi 0 12
L. denitrifleans 4 4
Tabla A-22: Resultado de los Aislamientos de las distin 
tas estirpes de las cuatro especies de listerias.
Al observar la évoluel6n de los portadores que se van - 
identifieando (tabla A-23, A-24 y figuras A-6 y A-7) durante —  
los seis meses de la experiencia, puede apreciarse como ya en el 
primer mes, con la metodologla modificada, nos encontramos con un 
44% de la poblacién como portadora de alguna especie del ginero, 
representando los portadores de L. grayi un 90% del total.
Al final del tercer mes la cifra alcanza el 65%, elevan 
dose este percentajes hasta el 8855 de los animales muestreados - 
al final del quinte mes, y no modifieandose durante el sexto. - 
Con la metodologla clSsica, s6lo conseguimos identificar un 6% - 
de animales como portadores durante los dos primeros meses, ci—  
fra que pasa a un 9% en el tercer mes, no sufriendo posterlores/ 
incrementos durante los très meses siguientes.
En las tablas A-23, A-26 y figuras A-8 y A-ü' pueden ob 
servarse el total de cepas aisladas en el conjunto de la expe- - 
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En las tablas A-2? y A-28 pueden observarse los résulta^ 
dos de los aislamientos efectuados a partir de cada uno de los - 
medios de recogida y enriquecimiento y el ntSmero de cepas de ca­
da una de las especies del gënero Listeria recuperadas sobre ca­
da uno de los medios de aislamiento.
En la figura A-10 se représenta el histograms del log^ 
ritmo neperiano de las frecuencias de aislamientos, sobre cada — 
uno de los medios. Se h an represent ado los logaritmos neperia—  
nos de las frecuencias ânicamente para poder comparar los resul­
tados de todos los medios sobre una misma tabla.
En la figura A-9> hemos representado el polfgono de —  
frecuencias de cada una de las especies del géneroj indieando —  
tambi&n, aquellos casos en que de un mismo portador se aislaban/ 
listerias de mâs de una especie. Hemos encontrado que cuatro a- 
nimales contenla en sus heces listerias de las especies L . mono 
cytogenes, L. grayi y L. murrayi.
La parte superior del grSfico represents el porcentaje/ 
de animales en los que no se pudo aislar listerias en cada uno - 
de los meses.
Para concluir, si comparâmes estadlsticamente las ci- — 
fras de colonias aisladas por una y otra tëcnica, nos encontra—
mos con una varianza igual a 6 ,2 5 . 1 0  ^ y un error standar - - -
Sd = 0,025; siendo la diferencia de los percentajes de aislamien 
tos igual a 0,4450, luego la relacidn de la diferencia de los —  
porcentajes con su error standar t «= 1 7,8 , cifra muchisimo mayor 
al valor de t de las desviaciones permitidas para una seguridad/
del 95% que es igual a 2. Luego, deberaos admitir que las dife—
rencias observadas en los aislamientos no son simplemente debi—  
das al azar, sino que las frecuencias de aislamientos difieren - 
significativamente por uno y otro mëtodo.
Si iguaimente comparamos el porcentaje de portadores, -
_3








M  + D  4% 
M  + G  4%  
M u  + G  3%
G 33%
M  +  D  4% 
M  + G 7%




M  + D 4^ 
M
G + M  8%
12^
M  -  D 4%  
M  3%
G -M  9%
G-M-fMu 4%
M  + D 4%
G  + M  8;
M u  3%______
G 4- M u  4%
G + M +M u4%  
M u  2%
G  + M u  6%
47%




1 m e s  29 m e s  3 m e s  49 m e s  59 m e s
T IE M P O
F IG U R A  A -9 :  E V O L ü C IO N  A C U M U L A D A  D E  P O R T A D O R E S  DE  
M IC R O O R G A M IS M O S  D E L  G E N E R O  L IS T E R IA
L n  D E L  N9 DE C E P A S n o
Q  00



































































standar Sd = 0,070} como la diferencia de porcentajes de los por^
tadores es igual a 0,79, la relaci^n entre la diferencia de los/
porcentajes y su error standar, por tanto, serd igual a 11,28 -
cifra iguaimente muy superior al valor t “ 2 para una seguridad 
del 95^* Luego, las diferencias observadas no se deben simple—  
mente al azar, sino que existe una diferencia significativa en—  
tre los dos metodos de aislamiento.
Abreviaturas empleadas
A.T.N. = Agar telurito potSsico 5cido nalidfxico.
A.N.P. = Agar ramnosa âcido nalidlxico polimixina B.
A.S.N. ® Agar sangre Icido nalidlxico
P.N.P.A. = Agua de peptona ramnosa Acido nalidlxico 
polimixina B azul de metileno.
A.S.N.T. = Agar suero Acido nalidlxico tripaflavina.
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V.2. PRUEBAS CON LOS MEDIOS PE CULTIVO
El aspecto que presentaban los cultives de microorga- - 
nismos del género Listeria variaba enormemente con el medio - - 
empleado.
Recordemos que la selecciAn de colonias se hizo en base 
al aspecto morfol6gico que presentaban con luz transmitida o in­
cidente, y que el memento oportuno para efectuar las resiembras/ 
a partir de los medios de enriquecimiento era cuando se positivi^ 
zaban los indicadores que contenlanj pasamos pues a describir so 
meramente, el aspecto de los distintos cultives sobre los medios 
empleados•
V.2.1 Medios de recogida
Todos los medios empleados en la recogida de heces, saJL 
VO el medio de recogida C , no contenlan ningun tipo de indicador 
y eran transparentes, Por otra parte, como todos contenlan res­
tes de material fecal que enturbiaban el medio y produclan sedi­
ment o , era muy dlflcil matizar objetivamente a simple vista en - 
que momento se producla el crecimiento, y nos limitâmes, como bs 
t& indicado en el capitule de Material y MAtodos, a realizar re— 
siembras cada cierto tiempo, siguiendo el protocole que estable- 
cimos al ensayar los distintos medios, y que se correspondla con 
los mementos a partir de los cuales era posible aislar listerias, 
si êstas estaban de forma viable.
Como ninguno de los medios de recogida, salvo el Caldo/ 
triptosa fosfato nalidlxico, contenlan inhibidor alguno, y êste/ 
lo posela en una concentraci6n (40 mg/l) que permitla perfecta—  
mente el crecini/^-to de todas las especies de Listeria. Tod"»s - 
las cepas del gënero que se probaron en estos medios creclan per 
feetamente a todas las temperaturas ensayadas.
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En el medio de recogida C, al contener esculina y citra 
to amônico fArrico, se observé que cuando la flora que contenta/ 
era capaz de hidrolizar la esculina, y todas las listerias lo —  
son, se reducla el ién férrico a ferroso, con el ennegrecimiento 
consecuente del medio a que ello conlleva (fotografia nfl 1), -
Siendo en este momento cuando comenzabamos a practicar los aisla 
mientos a partir de este medio.
V.2.2. Medios de enriquecimiento
Los resultados sobre las posibilidades de crecimiento - 
de las 59 cepas bacterianas de géneros y especies diverses y las 
23 estirpes de listerias que probamos sobre los medios de enri—  
quecimiento quedan expresados en la tabla M-1, teniendo en cuen- 
ta que los cultives se practicaron a 22@C y el tiempo de incuba- 
ci6n se prolongé hasta una semana.
Medio A .- Este medio de color original azul negruzco — 
por contener tripSn azul, sufre una pArdida total de su color —  
original, cuando las listerias se multiplican en su seno por re- 
ducciën del colorante, quedando de un color amarillo y con un se^  
dimento abundante en el fonde de aspecto mucoso, que no suele de 
sintegrarse al agitar (fotografia n® 2).
Es un medio de crecimiento râpido, pues a 229C ya en —  
las primeras 24 horas, se comienza a apreciar el aclaramlento —  
del mismo, iniciandose en este memento los aislamientos a partir 
de él.
En cuanto a su selectividad,podemos decir que a pesar de 
las sustancias inhibidor as que contiene (5^ de dorure s6dico, - 
5,356 de fosfato dis6dico, 2,10^ Ul/1 de polimixina B, 80mg/l de/ 
tripAn azul y 50mg/''. 3 Acide nalidlxico) todos los microorgani£
mos del gAnero Listeria crecen perfectamente y sin menoscabo al-
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guno. Unicamente algunas cepas de L. grayi producer! crecimien—  
tos con depositos mucho mSs tendes y con cambios de coloraciAn - 
incomplètes» Para el reste de la flora entérica, el medio se —  
comporté como suficientemente inhibidor del crecimiento.
Medio B . - Al igual que el medio A y por contener tri—  
pAn azul, la coloraciAn original es azul, A pesar de tener me—  
nos sustancias inhibidor as que el anterior (no contiene polimlxi. 
na B) es de crecimiento mAs lentes al ser la ramnosa un azucar - 
menos fermentescibles por las listerias, no apareciendo casi nun
ca el color amarillo vivo que se produce en el medio A, quedando
de un color mAs tenue y transparente (fotografia nS 3),
Los crecimientos son menos abondantes y suelen aparecer 
con un aspecto granular o floculento, dispersandose fAcilmente - 
al agitar y no presentando el aspecto viscoso del medio A,
Las listerias crecen perfectamente aislandose todas —
las especies del gAnero, aunque algunas cepas, sobre todo de las/ 
especies L» grayi y L, murrayi, apenas reduzcan el color original. 
Bastante selective para la flora entArica a 225C, este/ 
medio permite un fAcil aislamiento de listerias. Los aislamien­
tos comienzan a practicarse en el memento que existen signes evi 
dentes de crecimiento, bien por aclaramiento del color o por en- 
turblamiento del medio.
Medio C ,— Este medio se confeccionA para enriquecer los 
cultives de listerias aprovechando su resistencia a crecer en —  
presencia de ciertas sustancias inhibidoras, y su capacidad de - 
presenter movilidad a 22®C (fotografia nS 4),
De un color original azul marino, sufre dos tipos de mo 
dificaciones, conforme las bacterias se multiplican en Al. De - 
una parte la pArdida del color original azul y por otra un enne^  
greciraiento debido a la redic" '': del citrate amAnico fArrico —  
por hidrAlisis de la esculina. Estos cambios comienzan de abajo 
a arriba, a partir del lugar en que desemboca el tubo en el que/
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se hace el InAculo.
Los aislamientos, se inician a partir del momento en —  
que el ennegrecimiento llega a unos dos cm de la superficie.
Todos los microorganismos del gAnero son capacss de cre 
cer en Al ennegreciendolo« Gracias a Asto se consigne,a pesar - 
de ser un medio poco selectivo, la recuperaciAn de ciertas cepas 
de listerias que no se aislaban por otros sistemas.
Medio de Despierres (71),- De un color original azul,/ 
por contener azul de metileno sufre una pArdida de este color al 
multiplicarse las bacterias en su seno, quedando practicamente - 
incoloro al reducirse esta sustancia (fotografia n@ 5)«
Résulta excesivamente selective para las listerias, a *- 
pesar de que las concentraciones de las sustancias inhibidor as — 
estAn muy por debajo de lo que son espaces de soportar los micro 
organismes del gAnero, Existiendo cepas de las cuatro especies/ 
que no son espaces de crecer en el medio, pero sobre todo las —  
pertenecientes a las especies L, grayi, L, murrayi y L. denitr1- 
ficans.
El crecimiento aparece como un dep<^sito granular o flo­
culento, no demasiado abundante y que se disgrega al agitar, - 
Los aislamientos se inician a partir del momento en que se obseï^ 
van signos évidentes de crecimiento por pArdida de color o apari 
ciAn de sedimento, ya que,debido a la continua reoxidaciAn del —
azul de met ileno, puede pasamos inadvertida la reducciAn cuando/
estamos trabajando con gran cantidad de material, El tiempo de/ 
crecimiento es bastante rApido en los casos positivos (24-48 ho­
ras a 222C)y la selectividad no es excesivamente buena, pues per 
mite el crecimiento de otros gArmenes de la flora entArica e in­
hibe el crecimiento de algunas listerias.
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V#2,3« Medios de aislamiento
A contlnuaclAn vamos a cornentar el aspecto que presents 
ban los distintos tipos de crecimientos y colonias sobre cada —  
uno de los medios de aislamiento ensayados. Quedando en la ta­
bla M-2 expresados los resultados sobre la capacidad de creci- - 
miento de las 60 estirpes de diverses microorganismos que proba­
mos sobre elles.
Agar sangre.- Medio general de aislamiento, donde los/ 
microorganismos del gAnero crecen perfectamente con su color pro 
pio, observauadose la producciAn de pigmente si los microorganis­
mos poseen esta capacidad* El crecimiento es abundante, con co— 
lonias grandes entre 1 y 2 mm de diâmetro, planas, convexas o 1^ 
geramente prominentes dependiendo de estirpes, y con el borde —  
irregular; presentando las colonias con luz incidente, las iris£ 
clones propias del gAnero (fotograflas numéros 6, 7, 8. 9, 10, - 
11 y 12).
Si al Agar sangre se le suplementa con un 0,5^ de gluco 
sa,se observa por lo menos una heraAlisis parcial y un cierto gra 
do de digestiAn, aiSn en las cepas de L. grayi y L. murrayi. Ad^ 
mAs las colonias son bast ante mAs mucosas y de tamanos mAs uni­
formes que en el caso de no llevarla incorporada (fotografias n^ 
meros 6 y 7)•
En cuanto a la plgmentaclAn, en lineas générales pode—  
mos decir que en el medio con glucosa se observa una colora- - - 
ciAn amarilJo —limAn en cultives de mAs de 72 horas de L. grayi - 
y L. murrayi; presentando un pigmente araarillo-parduzco, practi­
camente marrAn ,1 as cepas de L. denitnfleans y un color grisaceo 
amarillento, o sea, practicamente sin pigmente las de L. monocy­
togenes .
Por supuesto no es un medio selective, apareciendo - - 
practicamente todas las contaminaciones que existan en el inAcu-
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Agar sangre icido nalidfxlco (Beerens y col., 19).- 
bre este medio existe un crecimiento abondante por parte de to—  
das las estirpes del género, dando lugar a colonias grandes de - 
1 a 2 mm de di&metro. A diferencla de las colonias sobre Agar — 
sangre, son normalmente convexas aunque pueden aparecer planas o 
llgeramente promlnentes y con los bordes regulares, slendo as! - 
mlsmo mucho menor la produccl6n de pigmento de las distintas ce- 
pas (fotografla nS 13).
A1 observar las colonias con luz Incidente pueden apre- 
clarse las tlplcas Irlsaclones (como tela de muaré) que se obser^ 
van en todas las bacterlas de este gënero (fotografla nS 14).
Es un medlo poco selectlvo, apareclendo los cultlvos —  
muy contamlnados cuando el ln6culo lo estA; no obstante, si las - 
colonias de listerias son suflclentemente abondantes y estAn als^  
ladas, se dlferenclan bastante bien del resto de la flora acompa 
Hante medlante la técnlca de selecclAn con luz Incidente»
Las zonas de heméllsls no se observan con regularldad en 
este medlo, pudlendo declr en line as générales, que es un buen me^  
dlo de trabajo.
Agar telurlto potAslco Acldo nalldlxlco (Khan, 180).- - 
Tamblén se obtlenen creclmlentos abondantes con este medlo por - 
parte de todas las estirpes del gAnero. Las colonias son algo - 
mAs pequeHas, entre 0,5 y 1,2 mm de dlAmetro, perfectamente clr- 
culares, convexas y con bordes llsos (fotograflas ndmeros 15 y - 
1 7 )» exlstlendo una gran dlversldad de tamanos en aquellas ce—  
pas que presenten mAs dlflcultades para crecer (fotografla numé­
ros 16 y 18),
De color negro y brillante a simple vlsta, aparecen al/ 
observarlas a 35 40 aumentos en lupa estereoscAplsa rnn luz In
cldente como colonias granuladas, dando la Imagen de un raspa—  
dor de cerlllas.
165
No es un medio excesivament.e selective, apareclendo —  
con frecuencia otros tipos de colonias cuando partîmes de in6cu 
les muy contamlnados. La dlferenclaclôn, por tante, de las col^ 
nias de listerias del reste de flora contaminante en estes ca—  
S O S ,  es una labor coraplicada, con la dificultad que elle impli- 
ca para trabajar con un numéro elevado de muestras.
Agar ramnosa Acide nalldlxlco polimixina B (Despierres, 
7 1 ).- Medlo de crecimiento abundante para todas las especies —  
del gënero, dando lugar a colonias circulares bastante grandes, 
aproximadamente de 1 mm de dlAmetro, convexas ,de bordes regula­
res, color bianco y aspecto mucoso (fotograflas numéros 19 y —  
20).
Es un medlo poco selective en el que aparecen los cul­
tives frecuentemente contamlnados, sobre todo por mohos y leva- 
duras,cuando el InAculo no es muy pure. La diferenciaclAn de - 
las colonias de listeria del resto de la flora contaminante es 
muy dlficil, quedando supeditada a detalles macroscApicos (tama^  
Ho, color y forma),ya que al observarlas a la lupa con luz inc 1^ 
dente es muy dlficil apreciar el aspecto trabeculado y las iri- 
saciones propias del gAnero. Irlsaclones que, sin embargo, si/ 
se aprecian perfectamente a simple vista en la zona de la plaça 
donde se produce un crecimiento confluente en forma de tapiz.
Al mover la plaça delante de nosotros, de forma que la luz incJL 
da oblicuamente, se observa en estos casos que el crecimiento - 
toma colores amarillo-verdoso-azulados,
Es un mal medio de trabajo para muestras contaminadas.
Medlo de Slanetz y Bartley (44b).- Aunque en princi- 
pio este medio se utilizA como prueba fisiolAgica para observar 
la reducclAn del trifeniltetrazolio a formazAn, y para compro—  
bar la rv^j.stencia a crecer por parte de las listerias eu dis—  
tintas concentraciones de azida de sodio, puede llegar a - — —
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emplearse como medlo de alslamlento, debido a las caracter1st1- 
cas propias del crecimiento de los microorganismos del gAnero - 
sobre este medio, siempre que se utilice a bajas concentracio—  
nes de azida de sodio (0 ,0 2 5^)*
El crecimiento sobre este medio aparece en forma de co 
lonias muy pequeHas, puntiformes, de raenos de 0,5 mm de diAme—  
tro, de color rojo, convexas, aspecto mucoso, bordes lisos y re 
gulares (fotograflas nAmeros 21 y 22),
Al observarlas con lupa estereoscApica entre 30 y 40 - 
aumentos se aprecian colonias blancas que tienen en su interior 
un punteado de color rojo, o unas partlculas en forma de ramas/ 
de pino o cristales de nieve. Estas partlculas pueden estar —  
o c u p an do uniformemente toda la colonia o solamente el centro*
Crecen en Al todos los microorganismos del gAnero, aun 
que crecen tambiAn otras bacterias contaminantes, sobre todo, - 
estreptococos del grupo D, TambiAn son frecuentes las contami- 
naciones por mohos.
Sin embargo, la diferenciaciAn morfolAgica entre las - 
colonias de listerias y las formadas por otros microorganismos, 
es bastante fAcil, y puede emplearse como medio de aislamiento/ 
incluso en materiales muy contaminados.
Agar suero nalidlxico tripaflavina (Ralovich, 249).- - 
Sobre este medio sAlo son espaces de crecer las especies L. mo­
nocytogenes y L. denitrlficans, no multiplieAndose en absolute/ 
las especies L. grayi y L. murrayi, y haciendolo de forma muy - 
pobre algunas cepas de L. monocytogenes (el serotipo 5 de Iva—  
nov, por ejemplo).
Las colonias son de un color amarillo intense, circula^ 
res, de 1 mm aproximadamente de diAmetro, convexas, mucosas y - 
de bordes 1:: s y regulares (fotograflas numéros 23 y 2i'•
En cultives jAvenes se aprecia perfectamente la morfo-
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logla tlpica de las colonias de microorganismos del gAnero Lis­
teria, al observarlas con lupa y luz incidente. Sin embargo, - 
cuando el cultive envejece o la cepa tiene un crecimiento pobre, 
esta morfologla se pierde.
Es un medio bastante selective, siendo muy pocos los — 
gArmenes contaminantes que son capaces de crecer. Tiene como - 
dnico inconveniente que las colonias son del mismo color que el 
medio, por lo que resaltan poco sobre el fonde a la hora de ob— 
servarlas en la lupa y hacen penosa la labor de selecciAn.
En lineas générales, podemos decir que es un medio bas 
tante bueno cuando se pretenden aislar microorganismos de las/ 
especies L. monocytAgenes y L. denitrificans.
Medio de aislamiento A .- Es un medio que no permite -
el crecimiento de algunas estirpes de las especies L. grayi y -
L. murrayi , algunas cepas de L. monocytAgenes y L. denitrifi- 
cans lo hacen de manera atipica, presentando un gran dimorfis- 
mo entre las colonias (fotografla nfi 27). No obstante, puede - 
decirse que todas las cepas de las cuatro especies, cuando cre­
cen, son perfectamente identificables por sus caracterlsticas —  
morfolAgicas.
El crecimiento de las cepas suele ser abundante, con/ 
colonias circulares, de 1 mm aproximadamente de diAmetro, con—  
vexas, mucosas, brillantes, de bordes lisos y regulares. El co^  
lor es de un amarillo intenso, present an do a la observaciAn con 
lupa binocular a 40 aumentos el trabeculado propio del gAnero/
(fôtrograflas nâmeros 25 y 26).
Es un medio bastante selective, aunque suelen aparecer 
c ont amin ac ione s si existen en el inAculo, pero en el que se di^  
ferencian bien las colonias de listerias del resto de la f lorc^re 
saitando Astaa ; : :eetamente sobre el fondo rojo.
En llneas générales, podemos decir que es un medio bas^
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tante aproplado para aislar las especies L. monocytAgenes y L./ 
denitrificans y de menor efectividad para las especies L» grayi 
y L. murrayi, aunque nosotros las aislamos regularmente.
Medio de aislamiento B.- m As selectivo que el ante— - 
rior, s8lo permite aislar regularmente las especies L. monocytA 
genes y L» denitrificans.
Las colonias presentan una morfologla muy parecida al/ 
caso anterior, con un color amarillo limAn que contrasta perfec 
tamente con el fondo rojo, circulares, de un diAmetro aproxima­
damente de 1 mm, tienden a ser mAs planas que sobre el medio A, 
aunque aparecen algunas estirpes (sobre todo de la especie/ 
L. denitrificans) como prominentes, Los bordes de las colonias 
son lisos y regulares y el aspecto sigue siendo mucoso (fotogr^ 
fias nûmeros 28 y 29)»
La observaciAn a la lupa estereoscApica sigue dando la 
imagen de las colonias tlpicas del gAnero.
Medio muy selectivo; no permite el crecimiento de mu—  
chos cont amin antes, ai3n con InAculos de heces, y su utiliz aciAn 
puede estar recomendada para el aislamiento de L. monocytAgenes 
y L. denitrificans.
Medio de aislamiento C.- Es un medio no excesivamente 
selectivo; permite el crecimiento de todas las estirpes de Lj^ - 
monocytAgenes y L. denitrificans, y bastantes de L. grayi y L./ 
murrayi.
Este medio brinda gran cantidad de informaciAn a la ho 
ra de practicar los aislamientos , debido a su especial compo—  
siciAn. Siendo, ademAs, la morfologla de las colonias muy - - 
tlpica ; circulares, como de 0,5 mm de diAmetro, planas o con- - 
vexas, con bordes que tienden a ser lisos, con formas mAs o me- 
nos irregulares, aspecto mucoso y de un color verde amarillento 
al observarlas a simple vista (fotograflas numéros 30 y 31).
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Con lupa estereoscApica a 40 aumentos se observa una morfologla 
de colonias muy tlpica con el punteado irldiscente propio del/ 
gAnero, en colores azul, verde y amarillo (fotografla n9 32),
El crecimiento se retrasa, al igual que en los casos - 
anteriores, a 48-72 boras tras la incubaciAn a 22@C y conforme/ 
aparece se observa un ennegrecimiento alrededor de las colonias 
de listerias (por hidrAlisis de la esculina) que posteriormente 
se va difundiendo al resto de la plaça*
No es excesivamente selectivo, creciendo algunos conta^ 
minantes cuando los aislamientos se efectuaron a partir de he—  
ces* Ahora bien, a pesar de esta circunstancia, si la siembra/ 
de las plaças se hace lo sufielentemente extensa para que crez- 
can las colonias aisladas, es posible distinguirlas de sus con­
taminantes, incluso a simple vista.
Por tanto, resumiendo lo anteriormente expuesto, pode­
mos afirmar que este medio es un buen medio de aislamiento para 
todas las especies del gAnero, incluso L. grayi y L. murrayi —  
aunque su mAxima eficacia la muestra con las especies L. monocy 
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V.3. ESTUDIOS DE RESETENCIA
V.3.1» Acriflavina CIH
Los resultados sobre la capacidad de crecimiento de las 
distintas cepas ensayadas sobre el medio Agar suero nalidlxico/ 
tripaflavina (Ralovich, 249), al que se le iban afladiendo cant^ 
dades crecientes de acriflavina (desde 10 mg/l hasta 50 mg/l),/ 
vienen expresados en la tabla T-1, en la que se pueden observar 
en primer lugar el resultado sobre la positividad de los creci- 
mientos a las distintas concentraciones de las 23 cepas patrAn/ 
de nuestra colecciAn.
En la parte inferior de la tabla queda indicado el nu­
méro de cepas que creclan a cada concentraciAn del total de las 
25 estirpes de L. monocytogenes, 15 de L« grayi, 3 de L. murra­
yi y 1 de L. denitrificans procedentes de coprocultivos de gan^ 
do ovino y bovino y que tambiAn hemos ensayado.
Todas las cepas de L« monocytogenes y L. denitrificans 
ensayadas, soportan perfectamente hasta 40 mg/l de acriflavina.
Un 27,7% de las cepas de L» monocytogenes tienen difi- 
cultades para crecer con 50 mg/l de acriflavina, ya que si bien 
se desarrollan colonias, Astas son muy escasas, pequenas y to—  
taimente atlpicas, no pudiendo observarse en ellas irisaciones/ 
tlpicas del gAnero.
Ninguna de las cepas patrAn de L. grayi fuA capaz de - 
crecer a la mAs baja concentraciAn probada (10 mg/l). Sin - - 
embargo, sorprendentemente, de todas las cepas aisladas por no­
sotros un 93,3/i de L. grayi y un 100^ de L. murrayi crecieron - 
en presencia de 10 mg/l de acriflavina.
Con la especie L. murrayi algo parecidoj una de
las cepas patrAn (procédante de la colecciAn de Seeliger) no -
mTABLAT-1 : CRECIMIENTO EN DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ACRIFLA­
VINA CIH.
ACRIFLAVINA ClH mg/l
Cepa 10 20 30 40 5(
L. denitrificans (Se.) + + + + +
L. grayi (Se .) - - - - -
L. grayi (Iv .) - - - - -
L. monocyt. (Se.) 1/2a + + + + ?
L. monocyt. (Se.) 1/2b + + + + +
L. monocyt. (Se.) 1/2c + + + + +
L. monocyt. (Se.) 3a .+ + + + ?
L. monocyt. (Se. ) 3b + + + + +
L. monocyt. (Se.) 3c + + + + +
L. monocyt. (Se.) 4a + + + + +
L. monocyt. (Se.) 4ab + + + + +
L. monocyt. (Se.) 4b + + + + +
L. monocyt. (Se.) 4c + + + + +
L. monocyt. (Se.) 4d + + + + +
L. monocyt. (Se.) 4e + + + + +
L. monocyt. (Se.) 5 + + + + +
L. monocyt. (Se.) 7 + + + + +
L. monocyt. (Iv.) 1/2a + + + + ?
L. monocyt. (Iv. ) 4b + + + + ?
L. monocyt. (Iv. ) 5 + + + + ?
L. monocyt. (Iv.) 6 + + + + +
L. murrayi (Se.) - - - - -
L. murrayi (Iv.) + - - - -
25 L. monocyt. no serot. 25 25 25 25 25
15 L. grayi no serot. 14 0 0 0 0
3 L. murrayi no serot. 3 1 0 0 0
1 L. denitrificans no serot. 1 1 1 1 1
TOTAL 63 46 45 45 45
% 94,0 68,0 67,1 67,1 67
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fuA capaz de crecer en esta proporciAn de acriflavina, sin embajr 
go, la procedente de la colecciAn de Ivanov y todas las aisla—  
das por nosotros, lo hicieron perfectamente a esta concentra- - 
ciAn, e Incluso hubo un 20^ que crecieron con 20 mg/l de tripa­
flavina.
La concentraciAn media teArica que permitirA crecer a/ 
todas las especies del gAnero séria de 31,3, siendo la varianza 
igual a 300,3, la desviaciAn tipo de 17,3 y el error standard /
2,1, Por tanto, para un coeficiente de seguridad del 95%, el -
intervalo de confianza de la media estarla en i 4,32 mg/l,
V.3*2. Acido nalidtxico y tripAn azul
Los resultados de las pruebas sobre la capacidad de —  
crecimiento de las distintas cepas patrAn de nuestra colecciAn, 
sobre medios que contenian estas dos sustancias a distintas con 
centraciones, fueron los siguientes;
De las 30 cepas de L. monocytogenes que probamos (18 - 
procedentes de colecciAn y serotipadas y 12 aisladas por noso—  
tros a partir de coprocultivos) todas fueron capaces de crecer/ 
a la raAxima concentraciAn probada de estas dos sustancias. Asi, 
se observaba un perfecto crecimiento a las 24 horas con concen­
traciones de 50 mg/l de Acido nalidlxico y 100 mg/l de tripAn - 
azul, incluso cuando estas dos sustancias se anadlan conjunta—  
mente a estas concentraciones.
Tampoco se observA pArdida de la capacidad patAgena de 
las cepas en que se probA, ni ningun otro tipo de alteraciAn.
El mismo comportamiento fue observado en las dos cepas
de L. denitrif icans ensayadas (una de colecciAn y otra procederi • 
te de coprocultivo). Sin embargo, las ceras de L. grayi y - 
murrayi a partir de los 80 mg/l de tripAn azul comienzan a en—
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lentecer su crecimiento, hasta el punto que de las 17 cepas de/ 
L. grayi ensayadas (2 de colecciAn y IS de coprocultivos), 6 de 
ellas (35,2%) no son capaces de crecer cuando al medio se le —  
adicionan 100 mg/l de tripAn azul y 50 mg/l de Acido nalidixi—  
C O .  RecuperAndose^no obstante, al resembrarias sobre Agar san—  
gre tras una semana de incubaciAn en estos medios. Estas con—  
centraciones, por tanto, no son suficientes para producir la —  
muerte de estas bacterias, por lo menos al pH al que se encon—  
traban los medios (7,3).
Con las 5 cepas de L. murrayi probadas (2 de colecciAn
y 3 de coprocultivo) sucede algo parecidoj si bien son capaces/
de crecer todas, incluso a las concentraciones mAximas(100 mg/l 
y 50 mg/l). Sin embargo, lo hacen de una forma un tanto atîpi—  
ca, prolongAndose bastante los tiempos de incubaciAn,
Cuando el azAcar que lleva incorporado el medio de cu^
tivo no es atacado por la cepa probada (caso de la Ramnosa), —
aparecen signos évidentes de crecimiento (enturbiamiento del nw 
dio, depAsitos, etc,) y sin embargo, no se produce la reducciAn 
del tripAn azul y el medio no pierde su color original,. Este - 
fenAmeno que se produce en L» grayi y L, murrayi no aparece en/ 
L, monocytogenes y L, denitrificans, en las que si bien la re—  
ducciAn no es total,como en los casos en que el azAcar es fAci^ 
mente fermentado, hay una pArdida évidente del color azul origi 
nal virando a una tonalidad pardusca, como puede apreciarse en/ 
la fotografla n@ 3.
Por tanto, con concentraciones de Acido nalidlxico y - 
tripAn azul de 50 mg/l y 80 mg/l respectivamente, se ha conse—  
guido el crecimiento del 100% de las cepas del gAnero, incluso/ 
cuando estas sustancias se han anadido conjuntamente.
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V.3»3« Azida de sodio y trifeniltetrazollo
Los resultados sobre la capacidad de crecimiento en —  
presencia de azida sAdica de los microorganismos del gAnero Lis 
teria, muestran asi mismo, bastante uniformidad entre todas las 
especies del gAnero.
Tras probar el mismo grupo de bacterias patrAn que en/ 
los casos anteriores (l8 cepas de L« monocytogenes, 2 de L. gra 
yi, 2 de L. murrayi y 1 de L. denitrificans), observâmes que a/ 
la concentraciAn del 0,025% de azida de sodio en todas las - - 
siembras habia crecimiento al cabo de 48-96 horas. Apareciendo 
unas colonias pequenas, puntiformes, de raenos de 0,5 mm de diA­
metro y de un color rojo intenso, que a la lupa binocular mues^ 
tran como un entraraado arborescente por reducciAn del trifenil- 
tetrazolio del medio. ExtemporAneamente se observan colonias - 
de mayor tamano hasta de mAs de 1 mm de diAmetro.
Con una concentraciAn de 0,05% de azida sAdica crecen/ 
tambiAn todas las cepas, si bien el crecimiento a simple vista/ 
es prActicamente inapreciable, constatAndose Aste unicamente - 
porque la zona inoculada toma el aspecto como de un tapiz rojo. 
En este tapiz aperecen unas colonias pequenlsimas, blancas o —  
transparentes en sus extremes, al ser observadas con lupa entre 
30 y 50 aumentos, y un trabeculado o punteado rojo en el centro 
por reducirse el tetrazolio. Unicamente una cepa de L. grayi/ 
no creciA a esta concentraciAn, precisamente la procedente de - 
la colecciAn remitida por Seeliger.
Al aumentar la concentraciAn al 0,1% no se observA cr£ 
ciraiento en ninguna de las cepas probadas. A lo sumo aparecia/ 
una tenue coloraciAn rojiza sobre el medio en la zona donde se/ 
hahf.a “fectuado el inAculo. Sin embargo, en nirr'n -romento nos 
fuA posible apreciar la formaciAn de colonias ni siquiera valiAn
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donos de la lupa binocular.
En la experiencia que efectuamos con las 220 cepas pro 
cedentes de coprocultivos sobre el medio de Slanetz y Bartley,- 
conteniendo azida de sodio y trifenil tetrazolio al 0,01%, se - 
observA que todas las cepas fueron capaces de crecer reduciendo 
el trifeniltetrazolio. Unicamente en 12 de ellas (5,45%), el - 
crecimiento fuA de un aspecto mAs pobre de lo habituai, dando - 
lugar en las primeras estrias,donde el inAculo fuA mAs fuerte,/ 
a colonias muy pequenas y con gran dimorfismo. En el resto de/ 
la plaça no fuimos capaces de observar crecimiento.
V.3.4. Bilis al 40%
Todas las cepas probadas de las distintas especies del 
gAnero Listeria, fueron capaces de crecer en un medio que conte^ 
nia un 40% de bilis de buey, apareciendo, ademAs, las colonias/ 
perfect amente trabeculadas y de tamafîo y textura normal. Al mj^  
croscopio Aptico tampoco se observA ningAn tipo de alteraciAn, 
ni siquiera en cl tamaSo o capacidad tintorial de los gArmenes.
V.3.5* Cloruro sAdico
Los resultados de las pruebas realizadas sobre la cap^ a 
cidad de crecimiento de las distintas estirpes de listeria so—  
bre medios de cultivo con altas concentraciones de cloruro sAdi 
co pueden apreciarse en la tabla Cl-1. En ella pueden obser—  
varse los resultados de cada uno de los cuitivos de las cepas - 
patrAn de nuestra colecciAn sobre cada una de las concentraci^ 
nes, asi como los resultados totales de los crecimientos positi 
vos (^ c?da una de las concentraciones) de las 25 estiv^s de - 
L. monocytogenes, 15 de L. grayi, 3 de L. murrayi y 1 de L. de-
/f?
TABLA Cl-1: CRECIMIENTO EN D I S T I N T A S  CONCENTRACIONES DE CLORURO 
SODICO.
PORCENTAJE DE CLORURO SODICO
Cepa 10 9 8 7 6 5 4
L. denitrificans (Se.) - - + + 4*
L. grayi (Se.) - - - - - + 4-
L. grayi (Iv.) - - + + + + 4-
L. monocyt. 1/2a (Se.) + + + + + + +
L. monocyt. 1/2b (Se.) - + + + + + 4-
L. monocyt. 1/2c (Se.) - + + + + 4-
L. monocyt. 3a (Se.) - - - + + 4-
L. monocyt. 3b (Se.) - - - - - 4 4-
L. monocyt. 3c (Se.) + + + + 4- 4-
L. monocyt. 4a (Se.) - - - + + 4- 4-
L. monocyt. 4ab (Se.) - + + + 4* 4-
L. monocyt. 4b (Se.) + + + + 4- 4-
L. monocyt. 4c (Se.) + + + + + + 4-
L . monocyt. 4d (Se.) - - + + + 4- 4-
L. monocyt. 4e (Se.) + + + + + + 4-
L. monocyt. 5 (Se.) + + + + + 4*
L. monocyt. 7 (Se.) - - + + + 4- 4-
L . monocyt. 1/2a (Iv.) - + + + 4- 4-
L. monocyt. 4b (Iv.) - - + + + 4- +
L. monocyt. 5 (Iv.) - - + + + 4- 4-
L. monocyt. 6 (Iv.) - - - - - + +
L. murrayi (Se.) - + + +
L. murrayi (Iv. ) - - + + + + +
25 L. monocyt. no serot. 3 4 15 17 22 25 25
15 L. grayi no serot. 0 0 7 10 14 15 15
3 L. murrayi no serot. 0 0 2 2 3 3 3
1 L. denitrificans no serot. 0 1 1 1 1 1 1
TOTAL 9 16 43 50 60 67 67
% 13,4 23,8 64,1 74,6 89,5 100 10C
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nitrificans de origen ovino y bovino que tambiën fueron proba—  
das.
En la figura Cl-1 puede observarse la representaciôn/ 
de los distintos porcentajes de estirpes de cada una de las es­
pecies del género que ha sido capaz de crecer en una concentra- 
cién determinada de cloruro sédico.
Si calculamos el valor medio de la concentracién y la/ 
estimacién de su intervalo de confianza, encéntramos un valor - 
medio para el crecimiento de las distintas cepas del 6,62% de - 
cloruro sédico, con una varianza V= 1,97 y una desviacién tipo/ 
=> 1,40, calculando a partir de a qui el error standard obser- 
varaos que éste es igual a 0,08 y por tanto, para un coeficiente 
de seguridad del 95^ nos encontramos con un valor del intervalo 
igual a i 2,0,08 = ±  0,16; luego, teoricamente, el 955o de las/ 
estirpes del género nos deben en una concentracién de cloruro - 
sédico que oscile entre 6,62 t 0,16.
V.3«6. Polimixina B
La capacidad de crecimiento de las listerias sobre me­
dios de cultivo que contuvieran polimixina B, se verificé sobre
3 medios que bSsicamente tenlan la misma composicién, ya que sé
lo se diferenciaban en el carbohidrato que se les anadfa, y - - 
asi:
- El medio Ap contenla glucosa
- El medio Bp contenla ramnosa
- El medio Cp no contenla azécar
En estos très medios, se probaron todas las cepas de — 
L. monocytogenes existentcs en nuestra coleccién, quedando ex—  
presados en la tabla P-1 los résultat >r- ' las cepas que crecie^
ron en cada uno de los medios y a cada una de las concentracio-
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nes ensayadas.
Igualmente ,se probaron sobre el medio Ap, 12 cepas de/ 
L» monocytogenes, 12 de L. grayi, 3 de L. murrayi y 1 de L. de­
nitrif icans , todas sin serotipar y aisladas en heces de ganado/ 
ovino y bovino en el transcurso de la experiencia.
En la tabla P2 estân expresados los resultados desglo- 
sados por especies,ylos distintos porcentajes del numéro de es­
tas cepas que crecié en el medio Ap, cuando se utilizaron dis—  
tintas concentraciones de polimixina B.
La concentracién méxima de polimixina B en la que se - 
obtu'O crecimiento fué 9,87.10^ Ul/l, obteniendo un valor me­
dio para la concentracién a la que crecen las 30 cepas de L . mo­
nocytogenes ensayadas de 3,3.10^ Ul/l, una varianza de 6,3.10^^ 
UI, una desviacién tipo de 2,5.10^ UI y un error standard de —  
4,7.lO^Ul, siendo por tanto para un coeficiente de seguridad —  
del 95% el intervalo de confianza igual a t 9,6.lO^Ul/l; por —  
tanto, podemos esperar que el 95% de las cepas de L. monoc^-toge 
nes que muestreemos teoricamente deberian crecernos en concen­
traciones de polimixina B que oscilen entre 2,44.10^ y 4,36.10^ 
UI por litro.
En las figuras de P-1 a P-3 puede observarse ,por su^  
perposicién, los distintos porcentajes de cada una de las cepas 
que crecen a distintas concentraciones de polimixina B en el m^ 
dio que contenta glucosa, comprobândose perfectamente como 1^ - 
grayi parece ser ,a priori ,1a mâs resistente a este inhibidor.
V.3.7. Telurlto potésico
Los resultados de las pruebas de resistencia en medios 
il - Ttivo con altas concentraciones de t e l u r o  ésico por - 
parte de las 23 cepas patrén de nuestra coleccién, ademés de 12
Y ^


































































































































































































































































































cepas de L. monocytogenes, 15 de L. grayi, 3 de L. murrayl y 1/ 
de L. denitrlfleans sin serotipar y procédantes de heces de ga- 
nado ovino y bovine, no pueden ser m&s concluyentes,
Todas las cepas sin excepciôn, fueron capaces de ere—  
cer a la concentraci6n mSs alta de telurito potâsico ensayada - 
( 0 ,1%) en 48 boras, reduciendo al mismo tiempo la sal y apare- 
ciendo por tanto, las colonias de color negro.
Unieamente conviene resedar que, si bien bubo cepas, - 
sobre todo de L. monocytogenes y L. denitrlficans, que crecie—  
ron perfects y abundantemente a esta concentraciôn, otras sin - 
embargo, lo baclan de forma m5s escasa y con gran dimorfismo en 
tre las colonias (fotograffa n@ 18), apareciendo colonias punt 
formes al lado de otras de textura y aspecto normal. Entre las 
cepas que presentaban esta caracterfstica figuran las L. monocy 
togenes serotipo 5> L. grayi procédante de la colecciôn del pro 
fesor Seeliger y 2 cepas de L. murrayi. Por contra 2 cepas de/ 
L« monocytogenes y una de L. denitrxficans que 'se probaron espo 
rSdicamente a concentraciones mâs altas, fueron capaces de cre- 




A continuacl6n pasamos a exponer los resultados del es 
tudio bioquimico de las 220 cepas aisladas a lo largo de toda - 
la experiencia.
En principio y para comprobar su posible encuadre en — 
el género, se realizaron en todas las colonias seleccionadas —  
las siguientes prubas (tabla D-1), con los resultados que se ex 
ponen en la misma tabla.
P R U E  B A S
E s c u lin a
C a ta la s a
G ra m
O x id a s a
R ojo  d e  m e ti lo
In d o l
b e ta - G a la c to s id a s a
















T a b la  B -1
A continuaci6n, como pruebas confirmâtivas de su 
rrecto encuadre genérico y como una primera clasificacidn 











P R U E B A S
V o g e s - P r o s k a u e r
R e d u c c io n  de 
n i t r a t e s
F  e r m e n ta c io n  
de  la  g lu c o s a
F e r m e n t  a c io n  
d e l m a n ; ' ’
M o v ilid ad






T a b la  B -2












En la tabla B-3 exponemos los resultados de diversas - 
pruebas flsiol6gicas, bioqufmicas y de patogenicidad realizadas 
para la caracterizaci6n de las distintas cepas.
P  R  U  E  B  A S  N9 Cepas Positivas
Reduccion del
azul de metileno 0,1%
Crecimiento 
en bilis 40%





















Crecimiento en rn .
cloruro sédico 6%
220 220 100 
220 0 0
220 0 0





Flnalmente, comprobamos el metabolismo glucldico de las 
distintas cepas, obscrvando la producciôn de Scido a partir de/ 
los azdcares y alcoholes enumcrados en la tabla B—4.































































































T a b l a  B — 4
En c qeda reflejado.el numéro de cepas,asî como p'. 
centaje de alias que fueron capaz de producir acidificacion tras 21 
dfas de incubacio n
/fil
Con objeto de clasificar las 220 cepas de listerias —  
aisladas en este estudio, confeccionamos el esquema refiejado - 
en la tabla B-5» Para su elaboraci6n utilizamos los datos sumi 
nistrados por Bergey's Manual (43), Seeliger y col. (2 8 4), Ram­
pe Imacher y col, (1 7 5), Cooper y col, (53), Cottin y col, (56b) 
y Wilkinson y col, (323b),
L.monocyt. L.grayi L. murrayi L  .denitrific,
+ + +
+ + +
G r a m  + + + +
C a ta l a s a  + ’* ■ ' * ’ ^
Oxidasa - '
E s c u l in a  +
R o jo  d e  m e t i lo  +
In d o l -  -  ”
b e t a - G a la c to s id a s a  N e . N e .  N e .  N e .
V o g e s - P r o s k a u e r  + + ~
R e d u c c i6 n  de  _ + +
n i t r a t e s
F e r m e n t a c i 6 n 4. + + +
d e  la  g lu c o s a
F  e r m e n ta c io n  4. +
d e l  m a n ito l
M o v il id a d  + + ^
R e d u c c io n  d e l 4. + + +
a z u l  de  m e t i le n o
C r e c im ie n to  e n  ^  4. 4- +
b i l i s  a l  40%
R e d u c c io n  d e l ^  + 4-
t r i f e n i l t e t r a z o l i o
A e id if ic a c io n  d e  la  ^  4. 4- +
le c h e  to r n a s o la d a
C r e c im ie n to  e n  ^  4. + +
t e l u r i t o  p o t& sico  0 ,0 5 %
C r e c im ie n to  e n  ^  4.









































T a b l a  B - 5  (Continuaciôn)
+ : p o s itiv o  , -  : n e g a tiv e  , d : v a r ia b le  , ( ) : r e a c c io n  le n ta
L  déni tri fi
(+)
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Con arreglo a este esquema las 220 estirpes quedan cla 
sificadas en las cuatro especies del gônero, con los porcenta—
jes que aparecen exprèsados a continuaciôn en la tabla B-6.
N2 J L
T otal de cepas ais ladas ......... 100
T otal de cepas L . monocytogenes . . . 53, 6
Total de cepas ■L. grayi .......... 37,2
T otal de cepas L . murrayi........ 5,4
T otal de cepas L. denitrlficans ... 3 , 6
Tabla B —6
A partir de estos datos confeccionamos las tablas B-7, 
B-8, B-9 y B-10, en las cuales se reflejan los resultados de —  
las pruebas bioquimicas para cada una de las especies de Liste­
ria.
No se realizaron todas las pruebas bioquimicas, sobre/ 
todo de acidificaciôn de aziScares, en todas las cepas, ya que - 
cuando una cepa quedaba encuadrada sin dudas en una determinada 
especie, no se siguieron realizando m5s pruebas.
Por dltimo, se ban confeccionado los poligonos de fre- 
cuencias de las pruebas bioquimicas con respecto a los porcent^ 
jes de cepas de cada una de las especies que hemos probado, que^  
dando ëstos reflejados en los grâficos B-1, B-2, B-3 y B-4, y - 
que por transparencia pueden ser comparados entre si.
Conviene resaltar la respuesta uniforme que hemos obte 
nido por todas las especies del género en las pruebas de catal^ 
sa, movilidad,rojo de metilo, Voges-Proskauer, fermentaciôn de/* 
la glucosa, hidrôlisis de la esculina y acidificaciôn de manosa, 
fructosa, amigdalina, maltosa, celobiosa y salicina, con un - - 
100% de resultados positivosj y en las pruebas de oxidasa, - - 
beta-galactosidasa, producciôn de indol y acidificaciôn del ado
N9 Cepas Positivas
Voges Proskauer 118 116 98,3
Rojo de metilo 118 118 100
Reduccion de nitrates 118 0 0
Indol 118 0 0
Glucosa 118 118 100
Manitol 118 0 0
Esculina 118 118 100
Adonitol 66 0 0
Almidon 65 46 70,7
Amigdalina 65 65 100
Arabinosa 65 7 10,76
Celobiosa 86 85 98,8
Dextrina 65 54 83
Dulcitol 64 0 0
Fructosa 65 65 100
Galactosa 65 23 35,3
Glucogeno 64 0 0
Inositol 86 0 0
Lactosa 86 72 83,7
Maltosa 86 86 100
Manosa 86 86 100
Melecitosa 66 41 62,1
Melobiosa 65 3 4,6
Rafinosa 86 3 3.4
Ramnosa 91 72 79,1
S acarosa 65 57 87,6
Salicina 86 86 100
T rehalosa 86 86 100
Xilosa 64 41 64
Tabla 0-7






























N 9 C e p a s
82 
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Resultados de las pruebas bioqufmicas de las cepas de L. grayi
ru
N9 Cepas Positivas
Voges Proskauer 8 0 0
Rojo de metilo 8 8 100
Reduccion de nitrates 8 8 100
Indol 8 0 0
Glucosa 8 8 100
Manitol 8 0 0
Esculina 8 8 100
Adonitol 8 0 0
Almidon 8 4 50
Amigdalina 8 8 100
Arabinosa 8 6 75
Celobiosa 8 8 100
Dextrina 8 6 75
Dulcitol 8 0 0
Fructosa 8 8 100
Galactosa 8 8 100
Glucdgeno 8 6 75
Inositol 8 0 0
Lactosa 8 8 100
Maltosa 8 8 100
Manosa 8 8 100
Melecitosa 8 2 25
Melobiosa 8 2 25
Rafinosa 8 2 25
S acarosa 8 6 75
Salicina 8 8 100




Resultados de las pruebas bioquimicas de las cepas de L. denitrificans
X91
N 9 Cepas Positivas %
Voges Proskauer 12 12 100
Rojo de metilo 12 12 100
Reducci  ^de nitratos 12 12 100
Indol 12 0 0
Glucosa 12 12 100
Manitol 12 12 100
Esculina 12 12 100
Adonitol 12 0 0
Almidon 12 12 100
Amigdalina 12 12 100
Arabinosa 12 5 41,6
Celobiosa 12 12 100
Dextrina 12 12 100
Dulcitol 12 1 8,3
Fructosa 12 12 100
Galactosa 12 7 58,3
Glucogeno 12 0 0
Inositol 12 2 16,6
Lactosa 12 12 100
Maltosa 12 12 100
Manosa 12 12 100
Melecitosa 12 4 33,3
Rafinosa 12 0 0
S acarosa 12 0 0
Salicina 12 12 100
T rehalosa 12 11 91,6
Xilosa 12 8 66 6
Tabla B-10
Resultados de las pruebas bioquimicas de las cepas de L . murrayi
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nitol, con un 100% de resultados negatives,
Debemos tambiôn senalar que dos cepas de L» monocyto­
genes se comportaron de una forma atipica en la prueba del rojo 
de metilo, ya que en lugar del color rojo caracterlstico de la/ 
prueba, observâmes una tonalidad final anaranjada; como todas/ 
las dem&s pruebas encajaban con las del género y especie, optâ­
mes por considerarias positivas.

















m a n o s a
DULcrr.
F R U C T O S .
AMIGOA.
MALTOS A
C E L O B I.
D E X T R IN .
SALICINA
A D O N IT .
a l m i d .





IN D O L
G L U C O S
E S C U L I
M A N IT O L
A R A B IN
G A L A C T  .
G L U C O G
L A C T O S
M E L E C .
IN O S IT O
R A M N O S
S A C A R O
X IL O S A
R A F IN O S  .
T R E H A L .
MANOSA
D Ü L C IT .
F R U C T O .
A M IG  D A .
M A L T  OS
C E L O B I
DE X T  R I
S A L IC IN
A  DON IT
a l m i d






















































V.5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA
Los resultados de las mlcropruebas para la comproba- — 
d o n  de la actividad hem6litica de las distintas estirpes de —  
origen fecal aisladas por nosotros fueron los siguientes;
Se realizaron pruebas sobre un total de 30 cepai de —  
L« monocytogenes de origen bovino y 70 de L» monocytogenes, 60 
de L. grayi, 12 de L. murrayi y 4 de L. denitrificans de origen 
ovino.
Todas las cepas de todas las especies mostraron capacd. 
dad hemolftica frente a los hematies de carnero tras 24 horas - 
de incubaciôn (l8 horas a 2 2@C y 6 horas a 4-C), cuando las su£ 
pensiones de las cepas se realizaron en glucosa al 0,5% en agua 
destilada, siendo los testigos totalmente negativos.
Cuando las suspensiones se practicaron en solucién sa— 
lina al 0,8$, tras las 24 horas de incubaciôn y la comparaci6n/ 
con los testigos, obtuvimos los resultados exprèsados en la ta­
bla H-1.
Como podemos observar en la figura Iî-1, los porcenta—  
jes de L. monocytogenes hemoliticos en el ganado ovino y bovino 
son muy parecidos , representando un 12,85 y un 13$ respectiva—  
mente, ,siendo as£ mismo muy parecidos los porcentajes de las - 
cepas que considérâmes como dudosas,17,14$ y 16,6$.
Los porcentajes de respuesta de las otras especies del 
género, muestran también una gran uniformidad, no habiéndose en 
contrado ninguna cepa hemolftica y oscilando los casos de hemo­






























































C E P A S  POSITIVAS-------- ■




bov . ov. ovov, ov.
monocy. monocy. grayi murrayi denitrff.
FIGURA H-1: % DE C E P A S  C O N  HEMOLISIS POSITIVA O  DU DOS A.
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V.6. SEROLOGIA
Los tltulos de anticuerpos valorados mediante aflutlnaclôn/ 
lenta en tube, en los sueros recogidos de 110 vacas y 121 ovejas, —  
as£ como la raza y edad de las mismas quedan recogidos ei las si—  - 
guientes tablas (S-1 a S-IO).
N9 de Referenda R A Z A E D A D TITULO















T a b la  S - 1 :  G an ad o  v a cu n o  lo te  A
2L01














































Tabla S -2: ganado vacuno lote B
2 c  ^


















































Tabla S -3: ganado v acuno lote C
de Referenda 
56







57 II II 1/320
58 II II 1/160
59 II II 1/320
60 II II 1/160
61 II Mènes de 18 meses 1/40
62 II II 1/80
63 II II 1/40
64 II II 1/20
65 II II 1/160
66 II II 1/160
67 II II 1/160
68 II II 1/180
69 II II 1/160
70 II M&s de 3 anos 1/1280
71 II II 1/2560
72 II II 1/1280
73 II II 1/320
74 II II 1/1280




77 II II 1/320
78 II II 1/2560
79 II II 1/1280
T a b la  S -4 ;  G an ad o  v a cu n o  lo te  D

































































T a b la  S -5 : g a n a d o  v a c u n o .  L o te  E
2^1






















































Tabla S_6: ganado ovino. Lote A
11'^ '
de Referenda R AZA EDAD TrruLo
29 Entrefina Pascual 1/20
30 II II 1/160
31 II II 1/80
32 II II 1/20
33 II II 1/40
34 II II 1/20
35 II II 1/40
36 II II no aglutin6
37 II II 1/20
38 II II 1/160
39 II II 1/20
40 II II 1/40
41 II II 1/20
42 II II 1/20
43 II II 1/80
44 II II 1/160
45 II no aglutîn6
46 II II no aglutinô
47 II II 1/80
48 II II 1/160
49 II II 1/20
50 II II no aglutin6
51 II II 1/20
52 II II no agiutinô
53 II II 1/20
54 II II no aglutinô
55 II II 1/20
56 II II no aglutinô
57 II II no aglutinô
58 II II 1/20
59 II II 1/80
60 II II 1/160
61 II II 1/20
T a b la  S 6  (C o n tin u a c io n ) :  G an ad o  o v in o  lo te  A
2 H















T abla S -7; Ganado ovino lote B
































T a b la  S —8 ; g a n ad o  o v in o  lo te  C








































Tabla S -9: Ganado ovino lote D























































1 /3 2 0
Tabla S-10;Ganado ovino lote E
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Las frecuencias absolutas con que aparecen cada uno de los 
tltulos, quedan reflejados en las tablas S-11 y S-12, - 
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S 3 IV W IN V  3 0  %
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Dado que hemos establecido, tanto para el ganado ovino 
como para el bovlno, diferencias en los distintos lobes,sobre - 
todo en lo que hace referenda a la edad, intentaremos estable- 
cer, por si existiera, una correlaci6n entre edad y tltulo sero 
l6gico.
Para ello hemos clasificado a los diversos animales en 
3 grupos; anojos, erales y vacuno mayor, para el ganado vacuno, 
que se corresponden con edades limites de 18, 24 y 36 meses res 
pectivamentej y lechales,pascuales y ovino mayor, para el gana­
do ovino, que se corresponden con edades limites de 3, 6 y 12 - 
meses. Hay que tener en cuenta que esta division no se corres­
ponde exactamente con la que se realiza comercialmente en los - 
mataderos, sin embargo, son unos limites de clase que se ajus—  
tan perfeetamente a la media de animales que se sacrifican — - 
actualmente en los mataderos. Quedando reflejada en las tablas 
S-13, S-14, S-15 y S-16, la correlaci6n existente entre tltulos 
y edades.
Nos encontramos pues en el ganado ovino con una media/ 
para los tltulos X = 0,0342 y una media para las edades de - - 
8,612 meses (presuponiendo que todo el ganado ovino mayor tenla 
1 ano). Hemos establecido como médias provisionales de trabajo 
las de A •= 0,0125 para los tltulos y B = 6 para las edades, - - 
siendo por tanto las varianzas CT = 1,5.10  ^para tltulos sé- 
ricos y C y  = 10,17 para las edades; luego la covarianza serl 
p = -0 , 0 6 3 y el coeficiente de correlaciôn f  = -0,3.
Luego, indiscutiblemente, existe una correlaci6n nega- 
tiva entre los tltulos séricos encontrados y las edades para el 
ganado ovino; répitiendo là misma operaciôn para el ganado bovi 
noy,presuponiendo que todo el ganado vacuno mayor tenla 3 anos, 
nos encontramos con una T*’'’ia X = 0,048 para los tltulos s^ri- 
cos y Xy = 23,5 para las edades, para unas médias provisiona—  
les de A = 0,0125 y B = 18.
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For tanto, las varianzas serin <T^x = 1,23.10  ^ y - - 
= 2 8 , 3 1 y la covarianza p = -0 ,0 1 5 , siendo el coeficien­
te de correlaclôn 1* = -0,833; luego existe una correlaciln ne^  
gativa muy fuerte entre los tltulos slricos encontrados y las - 
edades de los animales muestreados, ya que el coeficiente se —  
aproxima mucho a -1.
Si comparâmes las 2 poblaciones (ovin a y bovina) me- - 
diante sus médias, nos encontramos con un error "standard” en—  
tre las 2 poblaciones Sd «= 4,80.10 y por lo tanto, la rela- 
ci6n entre la; diferencia de sus médias y su error "standard” es 
t = 4,0 4 , valor que es superior al limite correspondiente para/ 
un grado de seguridad del 95/6 que es 2. Por tanto, es una pro- 
babilidad extremadamente dëbil que las diferencias observadas - 
sean dnicamente fortuitas y debe pues admitirse, que esta dife— 
rencia entre las dos poblaciones es aitamente significativa, —  
circunstancia que tambiën puede verificarse por superposicién,/ 
en las transparencias de las figuras de las frecuencias absolu- 
tas, porcentaje de frecuencias y frecuencias acumuladas S-2, —  
S—3, S—4, S —5, S—6 y S—7.
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V.7. ANTIBIOGRAMAS
En 93 de las estirpes de L. monocytogenes que consegui 
mos sislar en las distintas etapas de nuestro trabajo realiza- 
mos una vez tipificadas, un test de sensibilidad a diez de los/ 
antibi6ticos mâs utilizados en la prâctica cllnica por nuestros 
veterinarios.
Hallamos la sensibilidad de cada una de las cepas a —  
los distintos antibi6ticos utilizados, mediante la aplicaci6n - 
de los halos de inhibici6n obtenidos a las rectas de regresiôn, 
previamente calculadas y expuestas en el capitule de Material y 
Métodos *
Los resultados,desglosados por especies en las que se/ 
practicaron los aislamientos, vienen expresados en las siguien- 
tes tablas e histogramas de frecuencias (tablas AB-1, AB—2, - - 
AB-3, AB-4, AB-5, AB-6 y figuras AB-1, AB-2 y AB-3).
Segûn su respuesta a los distintos antibiôticos, hemos 




Considerando como sensibles aquellas en que su CMI era 
igual o mener a la concentraci6n plasmitica que se consigue pa­
ra cada antibi6tico tras el suministro de una dosis terapeutica 
normal; intermedias aquellas cepas en las que su CMI era mener/ 
o igual a la concentraci6n plasmStica que se consigue tras el - 
suministro de una dosis de antibi6tico no habituai pero no t6xi 
ca, o que por un fen6meno de bioconcentraciôn en algun organo - 
de la economia animal pudiera servir para tratar una listerio—  
sis localizada en ese 6rgano; y como resistentes hemos conside- 
rado las cepas que sdlamente son inhibidas por m a  concentra- - 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































zarla en el animal in vivo. Para ello nos servimos de los bâre 
mos suministrados por Weinstein y col. (316, 317, 318) y el ma­
nual Doehringer (30), confeccionando la siguiente tabla farmaco^ 
cinëtica (tabla AB-7) sobre difusién y concentraciones plasm&ti 
cas de cada antibiôtico en un animal de 50 Kg de peso vivo que/ 
comparâmes con las sensibilidades obtenidas por nosotros.
Asl, en las figuras AB-4 y AB-5 ,hemos comparado los h£ 
los y CMI médias de las dos poblaciones de cepas obtenidas en - 
ganado ovino y bovino con los valores a partir de los cuales - 
se las considéra sensibles, que como pue de coraprobarse son in-=- 
versamente proporcionales.
Como quiera que los resultados de los diverses antibio 
gramas realizados presentaban ciertas divergencias, hemos estudi^ 
do estadisticamente las dos poblaciones de cepas, comparando/ 
sus halos y CMI médias para comprobar si existla alguna forma - 
de homogeneidad entre las cepas aisladas a partir de heces ovi- 
nas y bovinas.
Para ello y sirviëndonos de la tabla AB-8 hemos calcu- 
lado las respectivas varianzas y desviaciones tipo, a partir de 
las cuales hemos obtenido el errer "standard" de la diferencia 
de las médias y comprobado si se encuentra dentro del intervale 
de confianza para un coeficiente de seguridad del 95%»
De este modo tenemos que las varianzas de los halos —  
respectives serian:
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El error "standard” séria:
4*
‘1 "2 
Si comparâmes las dos médias tenemos que;
Xj - Xj
t =   = 2,40
Sd
Para el caso de las CMI médias, nos encontrâmes igual- 
mente con que
''CHI ovi. - ovi. =
Sd, = 0,64 y t = 3,74
^CMI bov. “ 5 8 ,5 8} bov. “ 7,65}
Como observâmes, en ambos cases los resultados son su 
periores, aunque muy pr6ximos a 2, valor de t para un coeficien 
te dr seguridad del 95%, y por tante cabe esperar que las dife- 
rencias encontradas no sean unicamente unas fluctuaciones for—  
tuitas, sine que deben admitirse como diferencias significati—  
vas, y que realmente existe una discordancia, aunque no muy pro 
nunciada, entre las dos poblaciones.
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V.8. ETOCULACTONES EXPERDîENTABLES EN ANIMALES DE LABORATORIO
Los resultados de las inoculaciones que se efectuaron 
con las 18 cepas patrén de distintos serotipos de L. monocytoge 
nés de nuestra colecciôn (13 hemollticas y 5 no), quedan expre- 
sados en las tablas del I-l al 1-6, en que se han clasificado - 
los resultados dependlendo de la especie animal inoculada y de/ 
la via empleada.
También se h an establecido diferencias entre los resul^ 
tados obtenidos cuando la inoculacién se practicaba con cepas - 
hemoliticas y no hemoliticas, y entre el numéro de 6rganos en - 
que se observaba algûn tipo de lesiôn y de los que se obtenlan/ 
cultives positives de L» monocytogenes. Se ha considerado tam- 
bién importante, y por eso se sefiala, el tiempo en horas que —  
tardaba en producirse la muerte a partir del memento de la ino- 
culaci6n, no computândose este tiempo en las médias cuando los/ 
animales fueron sacrificados.
En las tablas del 1-8 al I-IO vienen expresadas las c^ 
fras totales de animales inoculados y muertos asi como los ais- 
lamientos, mientras que en la tabla 1-7 queda tôtalizado el nu­
méro de animales muertos de los inoculados por cada via con los 
6rganos que resultaron mas afectados.
Las cepas patr6n de L. monocytogenes asi como su sero- 
tipo y procedencia son las siguientes;
Cepas no Hemoliticas
Serotipo Procedencia
4 a  ............................ S e e l i g e r
4 a b .............................S e e l i g e r
4c .............................S e e l i g e r
6   I v a n o v
7   S e e l i g e r
f -
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Ademâs, se comprob6 la patogenicidad en el raton por/ 
via intraperitoneal de 20 cepas de L. monocytogenes de origen - 
bovino y 40 de L. monocytogenes, 40 de L. grayi, 12 de L, murra 
yi y 4 de L. denltrificans de origen ovino.
Como puede apreciarse en la tabla de resultados tôta—  
les (l-ll), de 769 animales inoculados por las distintas v£as - 
resultaron muertos 288, (37,4^)» De estos, 22 3 habian sido inp 
cul ados con cepas hemoliticas (un 40,25? de los inoculados) y 65 
lo habian sido con cepas no hemoliticas (30,2^).
En cuanto a los ôrganos afectados, el higado fuë el —  
que mis regularmente presentaba lesiones, hallindose alterado - 
en 303 casos (39,4%), cOrrespondiendo 228 a las cepas hemoliti­
cas (41,1%) y 75 a las no hemoliticas (34,8%). El cerebro se - 
encontraba lesionado siempre que la inoculaci6n se practic6 por 
via subdural tanto con cepas hemoliticas como no. En todos los 
casos se producia una generalizaciin de la enfermedad con una - 
ripida septicemia y muerte, aislindose las listerias en otros - 
6rganos ademis del cerebro. Asi se aislaron en el 100% de los/ 
cerebros,75% de los pulmones, 98,6% de los higados, 91,6% de —  
los bazos y 68% de los rinones de los animales inoculados.
Lesiones y sintomas nerviosos s6lo aparecieron en un - 
1,44% de los animales inoculados por otras vias correspondiendo 














con un 4,5% a los que lo fueron por via intraperitoneal.
En cuanto al numéro total de 6rganos con aislamientos/ 
positivos de listerias, podemos observar en las tablas 1—12, —  
1-13 e 1-14 que es sensiblemente distinto al numéro de érganos/ 
afectados. Asi, nos encontramos con un 36,0% de higados que —  
contenian listerias frente al 39,4% que encontramos lesionados; 
31,5% frente al 37,1% de los pulmones. En el bazo se invirtie- 
ron los tirminos siendo mucho mis alto el numéro de aislamien—  
tos (32,7%) que el numéro de irganos que encontramos lesionados 
en la necropsia (21,8%). En el caso de los cerebros, las ci- - 
fras se pueden superponert 19,89% de cerebros con aislamientos/ 
positivos frente a 19,76% de animales que observâmes con sinto 
mas y lesiones nerviosas.
La cepa que resulti ser mis patigena fui el serotipo - 
4b de las suministradas por Ivanov que fui capaz de producir - 
la muerte en un 54,3% de los animales a los que fui inoculada,/ 
siguiindole a continuaciin con un 43,4% los serotipos 3c y l/2b 
de las cepas suministradas por Seeliger. La mortalidad minima/ 
la produjo el serotipo 4ab de las suministradas por Seeliger.
En lineas générales, mostraron una letalidad menor las 
cepas no hemoliticas, aunque algunas de ellas, en las que no —  
nos fue posible demostrar capacidad hemolitica, resultaron mis/ 
patigenas que otras que si mostraban esta caracteristica.
En la figura I-l hemos represent ado el poligono de f re^  
cuencias que refleja el percentaje de animales muertos por cada 
una de las vias de inoculaciin, y en la figura 1-2 el histogra- 
ma de las frecuencias de animales muertos para cada una de las/ 
cepas empleadas.
Nitese c6mo algunas cepas no hemoliticas alcanzan nive^ 
les de patogenicidad mayor c-: ? algunas hemoliticas.
En las figuras del 1-3 al 1-5 pueden apreciarse por su 
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nos encontramos afectados al realizar las necropsias y el por—  
centaje de ôrganos a partir de les cuales fuimos capaces de ais 
lar la cepa inoculada.
Tamblén comprobamos la patogenicidad para el rat6n de/ 
20 cepas de L» monocytogenes de origen bovino y 40 de L. monocy 
togenes, 40 de L. grayi, 12 de L. murrayi y 4 de L. denitrifi—  
cans de origen ovino, inoculadas por via intrâperitoneal a la - 
dosis de 0,5 ml por animal de una suspension de 3x10^ bacterias 
por mililitro.
Los resultados se exponen en la tabla 1-15, donde ade- 
mSs hemos refiejade los datos de las inoculaciones por via in-- 
trap-^  ritoneal de las cepas patrones, con el objeto de poderlas/ 
comparer» Como puede apreciarse en la tabla, todas las cepas - 
de L» monocytogenes, tanto patrones como las de origen ovino y - 
bovino, resultaron mortaies para el ratOn en un plazo de 48 a - 
143 horas,
Sin embargo, ninguna de las cepas de las especies ^  - 
grayi, L» murrayi y L. denitrificans fueron capaces de producir 
la muerte de los ratones en las mismas condiciones.
Para concluir, si comparâmes estadisticamente las 2 po 
blaciones de cepas hemoliticas y no hemoliticas, segOn su patoge 
nidad para los distintos animales de experimentaciOn, nos encon 
trames con un porcentajes Qe =* 0,374 para la distribuciOn de la 
diferencia del porcentaje, siendo la varianza standard de la di 
ferencia S^d = 0,0046 y el error standard S d =■ 0,067.
Como la diferencia de los porcentajes de las dos pobl^ 
clones es de 0,1 nos encontramos con que la relaci6n de esta d^ 
ferencia con su errer "standard" T es igual a 1,49, inferior al 
limite T= 2 para una seguridad del 955» de las desviaciones per- 
mitidas para simples fluctuaciones fortui^






































rencias observadas en las dos poblaclones sean debidas simple—
mente al azar.
Si comparâmes las cuatro poblaciones animales ensaya—
das con respecte a su respuesta frente a las inoculaciones con/
L. monocytogenes, nos encontramos con que la dispersion total
2
de los resultados alrededor de la media general es S t=4590,25 
con 22 grades de libertad.
2
La dispersiOn factorial es S f = 857,8 con 3 grades de
2
libertad, y la diapersiOn residual S r = 3732,4 con 19 grades - 
de libertad, encontrOndonos por tanto con una varianza facto- -
rial Uf = —  tm 285,6 y una varianza residual
3
Ur *= 3732,4 = 196,4» Si comparâmes estas dos varianzas -
19
nos encontramos con que su relaciOn es Uf y por tante/
ür
inferior al valor F de la tabla de SnOdecor, que para los gra—  
dos de libertad de *= 3 y = 19 es de 3,12 para un coefi- - 
ciente de seguridad del 95% »
Luego,podemos admitir que las fluctuaciones pueden ser 
debidas al azar y que existe una uniformidad de respuesta tren­
te a las inoculaciones con L. monocytogenes.
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Abreviaturas empleadas
n5 = Ndmero de animales inoculados, 
h = Cepa hemolftica. 
nh = Cepa no hemolitica. 
m = Numéro de animales fallecidos.
s — Numéro de animales sacrificados.









Sd = Inoculaci6n subdural.
IV = Inoculaci6n intravenosa.
IP = Inoculaci6n intraperitoneal.
Im = Inoculaciôn intramuscular.
Sc = Inoculaciôn Subcutânea.
10 = Inoculaciôn Intraocular,
VQ = via oral.
IsC = Instilaciôn Conjuntival.
N.P. *= No probado.
T = Total.
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V.9. OBSERVACIONES MICROSCOPICAS Y ULTRAMICROSCOPICAS
I
A contlnuaci6n pasamos a describlr las leslones mis —  
frecuentemente observadas en las preparaciones histoligicas —  
que se obtuvieron a partir de los distintos irganos estudiados/ 
(cerebro, hlgado, bazo, pulm6n y ridin) en los animales que fue^  
ron inoculados experimentaimente con L. monocytogenes.
Cerebro.- En este irgano suelen aparecer, en los ca—  
S O S  en que existe lesiin, focos inflamatorios con linfocitos, - 
neutrifilos y abundantes macrifagos. Las neuronas muestran en/ 
estes casos signos évidentes de degeneraciin a nivel de mitocon 
drias, con desapariciin de crestas y de matriz. Lo nucleos ap^ 
recen muy lesionados con los poros de la raembrana nuclear muy/ 
agrandados y cromatorrexis (fotografias nümeros 39 y 40).
A pesar de estas lesiones, en ningdn momento hemos ob- 
servado bacterias en los cortes de este 6rgano.
Hlgado y Bazo.- Tampoco se observaron bacterias en —  
ninguna de las piezas que preparamos a partir de estos irganos, 
aunque invariablemente apareclan lesionados en casi todos los - 
casos en que se produjo la muerte de los animales inoculados. 
Siendo la lesiin prédominante la de pequenos focos necréticos - 
con gran infiltraciin de linfocitos y nutrifilos.
Pulmin. - Tanto la microscopla iptlca como la electronjL 
ca nos ban puesto de manifiesto reiteradamente la presencia de/ 
abundantes bacterias en este 6rgano, algunas veces localizadas/ 
en el interior de los macrifagos (fotografias ndmeros 37 y 38).
Este irgano suele mostrar frecuentemente grandes zonas 
congestivas con abundantes hemorragias, destrucciin de parinqui 
ma en algunas partes y posteric: . ...nizacÜn conjuntiva.
Riîïin. - En las secciones de rifiin observadas se sue—
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len apreciar, fundamentalmente, lesiones en las cilulas epite- - 
liales de los tilbulos, en las luces tubulares y en el Lntersti- 
cio (fotografias niameros 35 y 36),
Las cilulas epiteliales muestrai^ ,en estos cas>s ,los tu 
bos contorneados segunda porciin con una degeneraciii turbia/ 
mitocondrial, con borramiento de crestas y aumento de latriz; - 
apareciendo, los nucleos, algunas veces, desplazada hæia la z£ 
na luminal.
Las luces tubulares suelen mostrar en su interior par­
tes de cilulas formando cilindros granulosos, El inte sticio - 
puede aparecer con una gran dilataciin vascular (enornemente —  
congestive), Tambiin suelen ser frecuentes las hemorragias y - 
edemas. No hemos observado bacterias en ninguna de læ mues- - 
tras de este 6rgano,
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VI. DISCUS ION
VI.1, DE LAS CARACTER3STICAS DE LOS CULTIVCS EN LOS DIVERSOS ME- 
DIOS EMPLEAD06.
Es un hecho muy claro que uno de los aspectos fondamen­
tales en los que se basa la detecclin y el alslamlento de los ml 
croorganismos del ginero Listeria, es la estructura y morfologia 
de las colonias (Gray y col., 133). De ah£ la importancia de po 
der distinguir de manera eficaz, colonias de listerias de en
tre a juellas que corresponden a diverses microorganismos con el/ 
mismo "habitat" (Despierres, 71).
Por tanto ,no es de extrafiar que todo nuestro empeno a - 
la hora de confeccionar unos medios adecuados para el aislamien- 
to de listerias,estuviera encaminado a conseguir que istos tu- 
vieran la suficiente selectividad como para no permitir el creci 
miento y multiplicaciin de los girmenes que normalmente centami- 
nan los cultives de listerias y que, sin embargo, permitieran el 
desarrollo de la mayoria de estirpes de las distintas especies - 
del ginero.
Al mismo tiempo no olvidamos un proposito fundamental - 
para nosotros, eual era conseguir unos medios de aislamiento que 
permitieran una ripida visualizaciin y selecciin de las presumi- 
bles colonias sospechosas. A esta tarea nos dedicamos, si cabe/ 
mis intensamente que a la anterior.
Otro aspecto importante a tener en cuenta, son los - - 
tiempos necesarios para obtener resultados positivos en los dis­
tintos cultivos, que en la técnica habituai de enriquecimiento a $ 
42c supone hast a un ado (Kampelmacher y col., 171)*
Por estos motives se eligieron unos medios de recogida/ 
nutritivamente bastante pobres, sin ningdn tipo de sustancia in- 
hibidora, y en los que la potenciaci6n del crecimiento de gërme-
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nés del género Listeria, se basa exclusivamente en la faciLidad/
que tienen estos microorganismos para crecer a 4-C (Gray y col.,
\
123), y en la adicién de azucares mâs f^cilmente utilizablas por 
las listerias que por el resto de flora entérica. De ahi que al 
ser medios mlnimos se est4 potenciando unie ament e el creciniento 
de los gérmenes que puedan multiplicarse a estas temperatiras, - 
utilizando para ello la energla de los azdcares anadidos.
Asimismo, y debido a la tremenda labilidad de las lis­
terias a los pH âcidos, se tamponaron con fosfatos los disbintos 
medios, par ai evitar que la acidez produc ida por la utilizæi6n - 
de los azdcares pudiera afectar a la viabilidad de las lisbe- —  
rias (Shahamat, 286).
La utilizaci6n de très medios de composici6n parœida,/ 
pero con distintos azilcares, se hizo con la fin alidad de qie la/ 
mayorla de las especies de listerias que pudiera haber en las —  
muestras utilizaran alguno de ellos . Manteniendo oont inu aient e , 
incluso durante la recogida y transporte de muestras, todcs los/ 
medios a 4®C para impedir que por un incremento de la tempratu- 
ra se pudieran multiplicar otros g^rmenes.
Los medios de enriquecimiento, al contrario que I j s  de/ 
recogida, son medios muy selectivos por la adicién de bastantes/ 
sustancias inhibidoras y a bastante concentraci6n. Siendc por - 
otra parte muy ricos en sustancias nutritives, para permitir un/ 
rSpido crecimiento de todas las cepas que pudieran crecer en pr^ 
sencia de los inhibidores aftadidos. Aslmismo, se encontiaban - 
tamponados para evitar los efectos indeseables de los pH tidos.
Como sustancias inhibidoras se adadian icido nalüixico, 
polimixina B , tripân azul y cloruro s6dico a alta concentiaciôn/ 
y cuya acci6n serS ampliamente comentada posteriormente er este/ 
mismo capitulo.
Como sustancias enriquecedoras se les h an anadidf a los 
distintos medios las siguientes:
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- Distintos tipos de peptonas, triptonas y extractos de 
carne obtenidos mediante digestiôn especial y que permiten una - 
fScil asimilaci^n por parte de todo tipo de gërmenes (73).
- Extracto de levadura, sustancia muy rica en vitaminas 
del grupo B y aminoâcidos azufrados,que facilitan e increment an/ 
el crecimiento de gérmenes del género Listeria, por complementar 
los nutrientes existantes en los hldrolizados cârnicos.
- Fosfatos como sustancias tampén, que al impedir que - 
el pH se acidifique en exceso,protegen a las posibles listerias/ 
que p’ iera haber en el medio,del efecto perjudicial de la aci—  
dez«
- Azdcares f&cilmente utilizables por las listerias, co
mo son:
- Rantnosa: Azucar utilizado por un porcenta je alto/ 
de listerias de las especies L. monocytogenes y L. 
murrayi (Bergey's Manual , 43, Despierres, 71, —  
Kampelmacher y col., 175).
- Bscullna: Glucôsido fâcilmente utilizado por to—  
das las especies del gënero Listeria (Buttiaux y/ 
col., 46, Seeliger y col., 284).
- Glucosa: No solamente sirve como sustancia energy 
tlca, sino que ademis las listerias en su pre—  
sencia, se rodean de una c&psula mucopollsaca- 
rlda (Smith y col., 294, Seeliger y col., 284) —  
que les conflere un clerto grado de proteccl6n —  
frente a la accl6n de determlnados agentes agreso 
res,(la polimixina B, entre ellos).
Ademâs se utlllzé una temperatura de incubacl6n de 229C. 
A esta teraperatura las listerias se desarrollan perfectaraente —  
(286) en cambio, est& 1?''^mlda la multlpllcacl6n de otros gërme 
nés mes6fllos que pudiera haber en las heces.
En el medlo C de enriquecimiento ademis de todo lo ante^
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riormente descrlto, se utiliz6 un medio de movilidad selec'iiva - 
distribuido en tubes de Craigie (51), para seleccionar de entre/ 
aquellas bacterias que hubieran podido crecer en estas condicio­
nes ,solamente las m6viles.
Como medios de aislamiento disponiamos de dos medios, - 
extensamente probados y de una utilidad reconocida por los di—  
versos autores: el Agar sangre nalidlxico (Beerens y col., 19) y 
el Agar suero nalidlxico tripaflavina (Ralovich, 249).
Ahora bien, estos medios presentan un grave inconrenien 
te; El Agar suero nalidlxico tripaf lavina es excesivamente selejc 
tivo,por lo que no permite el desarrollo de todas las especies - 
del g^nero, y el Agar sangre nalidlxico al contrario, es un me—  
dio poco selective y en el que normalmente las colonias de liste 
rias aparecen enmascaradas por el resto de g^rmenes que crecen - 
sobre 41 cuando el in4culo est4 muy centaminado (Kampelmacher y 
col., 173, Despierres, 71, Forray, 105).
Para obviar estos inconvenientes nos planteamos la posi 
bilidad de desarrollar otros medios que,inhibiendo el crecimien 
to de los gérmenes que habitualmente se encuentran en las heces, 
nos permitieraui sin embargo, un 6ptimo crecimiento de tcdas las/ 
especies del g4nero.
En esta llnea de trabajc, primeramente se prober on - — 
otros medios de aislamiento descritos en la bibliografle, como - 
el Agar telurito potâsico 4cido nalidlxico (Khan y col., 180) y/ 
Agar ramnosa Icido nalidlxico polimixina B (Despierres, 71), —
amfaos de escasa selectividad, y que presentan algunos probleraas/ 
a la hora de seleccionar morfologicamente las posibles colonias/ 
de listerias. Ante esta situaci4n nos propusimos modifie ar los/ 
medios existantes, a fin de mejorar sus rendimientos.
La primera méditer ’ se tom6 tras una serie de ensayos 
de orientaci6n, fu4 sustituir en el Agar suero nalidlxico tripa- 
flavina, el suero por una cantidad équivalente de sangre de car-
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nero,lo cual favorecla la labor de selecci6n de colonias al pre­
sent ar 4stas contrastes mâs netos. SI bien, debido a la opacl—  
dad del medlo, tuvlmos que modiflcar la t4cnlca de seleccldn de/ 
colonias empleando la epliluminaci4n, en lugar de la transllumi- 
naci6n (Gray y col., 133). Bn segundo lugar, rebajamos la con—  
centracl4n de acriflavina (que era la sustancia que nos inhibia/ 
el crecimiento de L. murrayi y L. grayi) a una concentraci6n de/ 
12 mg/1* En tercer lugar, le aHadimos glucosa al 0,1% para faci- 
litar el crecimiento. Y por fin tampon amos el medio con fosfa—  
tos, para impedir que la acidez perjudicara el mantenimiento de/ 
las cepas sobre las plaças.
Con el fin de incrementar la informacl6n aportada por -
estos medios, se aHadl6 a otro de ellos esculina como dnico car- 
bohidrato utilizable, y un Indicador de su utilizacidn, el citr^ 
to amdnico fdrrico (4 6). Por ultimo, se agreg6 a un tercero po­
limixina B y cloruro sddico como Inhibidores con el fin de inere 
mentar su selectIvidad (286).
En cuanto a la utilidad y la eficacia de nuestra metodo 
logla y medios de cultive,se pueden apreciar fdcilmente por los/ 
resultados obtenidos en la tercera etapa de aislamientos, en - 
la que comparâmes las dos técnicas, encontrandonos que mientras
por la técnica cldsica se ais1aron 11 estirpes de très especies,
con la tdcnica modifieada, se ais 1 aron 116 estirpes de las cua—  
tro especies. El rendimiento de nuestra metodologla por tanto,/ 
fu4 10 veces superior.
Este rendimiento de los medios raodificados, no es uni—  
forme para todas las especies) y asf,nos encontramos que mientras 
la especie L. denitrificans se aisla igual con uno y otro metodo, 
L. monocytogenes se aisla con una probabilidad superior en 4s1 - 
mientras queen L. grayi la rel - - ' ' 1 serla de 40: 1 y en L. murrayi/ 
resultaria infinitamente m5s adecuada la técnica modificada ya - 
que no se aislô en ningijn caso por la tëcnica clâsica.
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Los resultados obtenidos para los aislamientos de L. mo 
nocytOgenes son extrapolables a los obtenidos en coprocultivos - 
humanos y animales en otros laboratories, (7 1 , 76, 114, 1 1 5 , - -
1 7 5 ) en que cifras alrededor del 20% de portadores son habitua—
les, Nada podemos afirmar en cambio para las otras très espe—  
des, dado que no teiiemes referencias de ningun tipo de aislamien 
to, dnicamente Ivanov (159b) nos comunicd que no se aislaban re­
gular mente con las tdcnicas habituales.
El tiempo de enriquecimiento tambiën es digno de tener- 
se en cuenta. A si,mientras nosotros obtenemos una proporcidn de/ 
aislamientos elevada durante el primer mes, mediante la tdcnica/ 
clâsica estos porcentajes se alargan hasta el cuarto o el quinto 
(Kampelmacher, 175)« Despierres (71) afirma que con la utiliza- 
ci6n de su medio de enriquecimiento a de 37®C, aisla liste- - 
rias en 5 (f 7 dlas, circunstancia que no hemos podido corroborer, 
pues con estas temperatures de incubacidn jamâs hemos aislado —  
listerias a partir de su medio de enriquecimiento»
En cuanto a los medios de recogida, podemos decir que —
el 61% de las cepas se aisld a partir del medio de recogida A, - 
el 18% a partir del medio B y el 12% a partir del medio C. Aun­
que estos resultados no son ningun Indice fiable, ya que los ais^  
lamientos se hicieron con mSs frecuencia a partir del medio A - 
que a partir de los otros dos, hubo un 9% de las cepas que se - 
aislaron a partir de los très medios y en cambio, solamente un - 
3,1% se aislaron a partir de dos de ellos.
En un estudio pormenorizado por especies, observâmes —  
que el 80% de L. monocytogenes se aislaron a partir del medio de 
recogida A, el 16% a partir del B y el 4% a partir del C, mien—
tras que L. murrayi fu4 aislada al 100% a partir del medio A y
L. denitrif icans al 100% a partir del r-edio C.
En cuanto a la proporcidn de los resultados obtenidos a
partir de los medios de enriquecimiento y sobre los de aislamien
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to, no podemos ofrecer cifras comparativas, ya que se emplearon/ 
con mayor frecuencia los medios C, que eran los que m5s fScilmen 
te manejabamos, empleando los otros (tanto los de enriquecimien­
to como los de aislamiento)cuando las muestras eran negatives en 
varios aislamientos* Si es en cambio una cifra significativa —  
las 11 cepas aisladas, sobre lo que nosotros hemos venido en liai 
mar medios cl&sicos, frente a las 116 aisladas sobre nuestros me 
dios*
280
VI,2. DE LOS AGENTES INHIBIDORES
La adlcl4n de sustancia inhibidoras a los medios de/ 
cultivo, con el objeto de limitar el desarrollo de microorga—  
nismos no deseados, es un tema que siempre ha estado sometido/ 
a grandes discusiones. No solamente se ha cuestionado si el em 
pleo de una u otra sustancia era c onveniente,sino tambl4n, la/ 
necesidad de utilizar o no sustancias inhibidoras (115, 1 2 4, - 
125, 250, etc.).
En el caso concreto del g4nero que nos ocupa, existe 
un hecho évidente, pensâmes que compartido por todos los auto­
res t aislar listerias de material fuertemente contaminado es - 
una labor pro11ja y que no siempre da resultados positives, a/ 
no ser que se empleen sustancias inhibidoras de la flora cont^ 
minante (71).
Este es el motive por el que se han venido ensayando 
desde un principle multitud de slstemas y de sustancias para - 
conseguir un crecimiento diferencial por parte de las listerias 
en las muestras contaminadas.
La cantidad de sustancias inhibidoras ensayadas es - 
ingente, y serla largo y tedioso discutir en este apartado el/ 
empleo de cada una de estas sustancias o técnicas. Sin embar—  
go, y como hemos comparado la utilidad de algunas de ellas, va 
mes a pasar a continuaci 4n a discutir desde nuestro punto de - 
vista y a la luz de la extensa bibliografla al respecto, la —  
conveniencia de utilizar unos u otros agentes para el aisla- - 
miento.
VI.2.1. Agentes flsicos
Desde que Gray en 1.948 (123) observô que la capaci- 
dad de las listerias para crecer a bajas temperaturas podrla - 
servir para potenciar el crecimiento de estos gérmenes frente/ 
a los microorganismos mes4filos que normalmente contaminan las
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muestras, se ha venido empleando esta técnica sin que nadie —  
discutiera su utilidad. El enriquecimiento de las muestras a - 
4^C es una prâctica empleada por todos los investigadores del/ 
mundo con una sola objeci4n% es un proceso largo y tedioso que 
complice y alarga excesivamente los aislamientos (seis meses - 
y mds), pero que rinde muy buenos resultados (2 0 4).
Nosotros hemos elegidc sistema mixte de incuba- - 
ci4n La temperatur a de enriquecimiento y aislamiento empleada 
fue de 22@C, puesto que a ella las listerias se desarrollan - 
francamente bien (casi como a 37^C), llegando los cultivos a - 
alcanzar la fase estacionaria de crecimiento a las 24 horas en 
lugar de las 14 4 l6 que necesitan cuando se cultivan a 37@C - 
segdn Shahamat y col., (286). Muchos de los g4rmenes mes4filos 
del intestino tienen, ciertamente disminuida, su capacidad de/ 
crecimiento a esta temperatura, y por tanto, podemos obtener - 
un cierto crecimiento diferencial de las listerias.
Por otra parte, no quisimos dejar de lado una técni- 
ca que viene dando tan buenos resultados como es el enriqueci­
miento a 4^C. Para ello sometimos los diferentes coprocultivos 
a esta T*., tanto durante la toma de muestras como durante el 
transporte. Asf se evitaba en estas primeras horas,que podrfan 
resultar cruciales, que los medios adquiriesen unas temperatu­
res tales que permitieran un ficll desarrollo de otros gërme—  
nés, con el doble inconveniente de agotar los nutrientes y —  
disminuir mis la proporciAn de listerias.
De esta forma, siempre tenfamos un rémanente de to—  
das las muestras en su medios de recogida a 4^C, por si los —  
aislamientos m&s rSpidos que intent4baraos a 22@C nos résulta—  
ban negatives.
Existen otros dos agentes ffslcos, pH y concentra--
ci4n osm6tica, de los que todavfa se sigue discutiendo si son/ 
o no aplicables a la seleccldn de microorganismos del género.
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Est4 descrlta la supervivencia do L. monocytogenes/ 
durante un aüo a concentraclones de cloruro sddico del l6% —  
(3 0 7), 8 sémanas al 20% (43) y m&s de 13O dfas al 2 0,5 % (2 8 6 % 
ahora bien, la supervivencia en estas concentraclones salinas 
se verifies siempre que los cultivos permanezcan a 4^C* Sien­
do muy importante este dato, no se ha encontrado apenas dife­
rencia entre la accidn de concentraclones de cloruro sddico - 
del 1 0,5 % 4 del 2 0,5 % cuando las bacterias permanecfan a 4 ^C.
Adomis, supervivencia es una cosa y capacidad de multiplies—  
ci4n otra muy distinta, y asf se ha observado que concentra—  
clones del 7% permiten vivir a algunas cepas pero no multipli 
carse, mientras que concentraclones del 5% a 6 las permiten 
vivir y multiplicarse (Beganovic y col., 20).
Gdmez-Mampaso y col., (II6 ) obtienen cifras m4s al- 
tas en cepas de origen humano y consiguen multiplicar un 8 0%/ 
de las 141 cepas probadas en una concentraciën de cloruro s4 
dico del 10%. Nosotros sin embargo, obtenemos en cepas de ordL 
gen animal cultivadas a 2 2 ^ C ^resultados muy parecidos a Bega 
novic y col., (20), pues mientras a concentraclones salinas - 
del 5% obtuvimos crecimiento en todas las cepas, con un 7% de 
cloruro s4dico s4lo nos crece un 74,6% bajando la proporci4n/ 
a un 2 3,8% cuando la concentraci4n es del 9%. Estos datos es- 
tSn de acuerdo con los obtenidos por Kramer y col., 1.969(186)  ^
quienes observaron que concentraclones del 3 al 5% de clo­
ruro s4dico inhibfan el crecimiento de algunos microorganis—  
mes del género. Wilkinson y col., (323b) constatan crecimien­
to en el 97% de las cepas de L. monocytogenes y en el 100% de 
L. grayi y L. murrayi a concentraclones de cloruro s4dico del 
10%. Ahora bien, hemos de tener en cuenta que estos autores - 
emplean un medio Ifquido para observar el crecimiento. Pensa- 
mos, por tanto, que las condiciones no son extrapolables por/ 
ser mâs f4cil obtener crecimiento en los medios ifquidos y —
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exlstir menos problemaa de Incremento de la concentraclén sa- 
lina por evaporacl4n de los medios durante el alraacenamiento/ 
o la Incubaclén.
En base a lo expuesto, podrfa afirmarse que los me­
dios sélidos de cultive do deben contener m&a allS del 5% de/ 
cloruro s4dico so pena de inhibir el crecimiento de bastantes 
cepas,por lo menos en las muestras de origen fecal. Butko (47) 
recomienda por el contrario, incorporarlo en concentraclones 
del 7 ,5  al 8% para inhibir el crecimiento de algunas bacte- - 
rias como E.coli. Corynebacterias, estreptococos beta-hemolf- 
ticos.Bacillus Subtilis y Proteus Sp, bacterias que, por otra 
parte, pueden ser facilmente inhibidas con la incorporacién - 
de otras sustancias menos téxicas para las listerias.
Lo cierto es que el empleo de altas concentraclones 
de cloruro sédico en los medios de cultive como agente inhibl 
dor finico, no se viene utilizando en la actualidad. No obst^ 
te,la halotolerancia puede utilizarse como un agente inhibldor 
complementario o como una prueba fisiolégica m&s para caracte 
rizar las distintas cepas.
Bn cuanto a la capacidad para crecer a distintos —  
pH, todos los autores so muestran de acuerdo en cuanto a la - 
labilidad de los microorganismos del género en pH écido, y la 
mayor aptltud para crecer a pH neutres o llgeramente alcali—  
nos. As£ est&n ampliamente descritos como pH éptlmos los com- 
prendidos entre 7 y 7 ,5  con posibilidad do crecimiento hasta/ 
pH 9 y la imposibilidad del mismo por debajo de 5,6 (43, 286, 
4 6, 6 6, etc.). Nosotros hemos observado que el periodo do su­
pervivencia de las distintas cepas de listeria en los medios/ 
que ccntienen carbohidratos se acorta a unas pocas sémanas —  
cuando no estén tamponados,por la fuerto acidifienclén que —  
sufren éstos al metabolizarse el azdcar. En estos mismos me—  
dios cuando estân tamponados, la supervivencia se alarga has-
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ta meses cuando permanecen a 4-C«
Existe, légicamente, una àdicién de los efectos pro 
ducidos por estos 3 agentes cuando se emplean conjuntamenle; - 
asf se ha observado que concentraclones altas de cloruro lédi 
co con pH bajos y temperaturas de incubacién de 37-C detimen 
el crecimiento, mientras que estas mismas condiciones a tempe 
raturas de 4- y 6SC son mueho mejor soportadas (286),siento - 
la temperatura de 229C aquella en la que no se produce excesi 
VO  retardo en el cremiento listeriano y soporta bastante - —  
bien la accién negativa del cloruro sédico y el bajo pH.
VI.2.2. Agentes qufmicos
La incorporacién de sustancias qufmicas inhibidcras 
a los medios de cultive de listerias comenzé con la adicidi - 
de telurito potdsicô al 0,05% en los medios de enriquecimien­
to y de aislamiento debido a las recomendaciones sugeridas por 
Gray y col., en 1.950 (124).
Muchos inconvenientes se han planteado a la utiUza 
cién de esta sustancia al 0,05% en los medios para listerias, 
sobre todo por inhibir el crecimiento de algunas cepas a con- 
centracién del 0,05% (Oison y col., 224), y no inhibir el cre 
cimiento de génères bacterianos como Streptococcus y Staphylo­
coccus que normalmente se presentan contaminando los coprocuX 
tivos de listerias (Despierres, 71).
Otro inconveniente de utilizar el telurito potésLco 
en los medios de cultive, es la dificultad que se plantes a la 
hora de diferenciar las colonias de listerias de las de otros 
gérmenes telurito reductores,que contaminen las plaças de ais 
lamiento (Mellado, 206).
En los ensayos que hemos realizado en 54 cepas cb - 
las 4 especies de listerias con esta sustancia, obtuvimos :re 
cimientos positivos a 22^C en todas las estirpes probadas, in
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Cluao al doble de la concentracién recomendada por Gray, si - 
bien es cierto que al 0,1% se producen en algunas cepas fené- 
nenos de disociacién. Estes fen&menos también aparecen en me­
dios sin inhibidores aunque en mueha menos proporcién (124)« - 
Nuestros result ados por tanto, concuerdan con los obtenidos/ 
por Wilkinson y col*, (323b) que consiguieron ol 100% de cre­
cimien tos cuando utilizaron el 0,05% de telurito potésico.
No obstante conriene precisar,que son necesarios - 
tiempos de incubacién més largos (hasta 72 horas) para algunas 
cepas,cuando se emplea la concentracién del 0,1%. A la concen 
tracién recomendada por Gray (124) el crecimiento que hemos - 
observado es perfecto, adn a pesar de la incorporacién de - - 
otras sustancias inhibidoras como el âcido nalidfxico. Si bien 
es cierto que en muestras muy contaminddaa, sobre todo en co­
procultivos, es muy diffcil la seleccién de colonias de liste 
rias al aparecer las plaças muy contaminadas. Con un poco de/ 
prActica se pueden solucionar parte de los inconvenientes que 
plantes la utilizacién de esta sustancia, pudiendo reservarse 
como inhibidor alternative para muestras no muy contaminadas. 
Prueba de ello es que todavfa se sigue utilizando en muchos - 
laboratories (204), preferentemente asociado al Acido nalidf- 
xico ,que potencia su espectro de inhibicién.
La polimixina B fue utilizada por primera vez en los 
medios para listerias por Bojsen - Mf^ller en i.9 6 3 (32). Este 
antibiético afecta al crecimiento de gran cantidad de bacte—  
rias gramnegativas a concentraclones de solamente 7 u 8 Ul/ml 
(3 1 8), si bien tiene el inconveniente de afectar minimamente/ 
a las bacterias grampositivas.
A pesar de que las listerias soportan elevadas con­
centraclones de polimixina B, sobre todo en presencia dr vT - 
cosa ,aunque también la adicién de otros carbohidratos incre—  
menta espectacularmante la ccncentracién mfnima inhibitoria -
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7 ,aunque se ha asoclado a otros antibi6ticos y susbanclas an- 
tibacterlanas, lo clerto es que nunca ha rendldo excesivos re 
sultados, 7 su efecto inhlbidor sobre la flora granmegativa,- 
puede ser sustltuido con ventaj a, por la adlcl^n de otras sus 
t a n d  as.
No obstante, 7 cuando la flora bacteriana contaml—  
nante résulta sensible a la accl6n de este antibl6tico 7 debi 
do a su baja toxicldad para las listerias,se puede utilizer - 
bien sola (71) o bien para complementar la acci^n sobre algu- 
nas bacterias gramnegativas como las pseudomonas, que otras - 
sustancias consideradas mds eficaces (&cido nalidlxico, por - 
ejemplo) no son capaces do inhibir (103). As£,Dospierres en - 
1 ,9 7 1  (7 1 ) describe unos medios asôciandola al Acido nalidfxi 
CO, azul de metileno 7 a la ramnosa, con resultados variables 
que serSn discutidos al comentar estos medios.
En cualquier caso, las dosis de utilizaci6n recomen 
dadas por los diversos autores (3 2, 7 1 ) estSn muy por debajo/ 
de las CMI obtenidas en nuestro ensayo para las distintas ce- 
pas de listerias.
El âcido nalidfxico, incorporado por primera vez en 
1 .9 6 6  por Beeres y Tahon-Castel, tiene un gran poder inhibi—  
dor de la flora gramnegativa, enterobacteriacea en particu- - 
lar. A partir de esa feeha ha sido la sustancia incorporada - 
m&s frecuentemente a los medios selectivos, bien sola o bien/ 
asociada con otros compuestos. Prueba de ello son las excelen 
tes referencias do las primeras figuras en la investigacién - 
de listerias Kampelmacher y col., (1 7I), Seeliger y col., —  
(2 8 0 ), Ralovich y col., (2 4 8 ), Khan y col., (18O), Elischero- 
va y col., (86) y Ortel (226).
La explicaci8n de tan excelentes referencias vienen 
avaladas por las propiedades biol6gicas de este producto, que 
a las dosis recoraendadas de 40 mg/1 y con pH pr^ximos a la —
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neutralldad, no entorpece en absoluto el crecimiento de nin- 
guna estirpe de las cuatro especles del género (1 0 3), ejer—  
clendo en camblo un severo control sobre la flora gramnegatl 
Ta aunque permite el crecimiento de algunos géneros tales co 
mo Pseudomonas. Streptococcus » Staphilococcus y Erysipelo- - 
thrlx (71)• Por ello, se ha Intentado complementar con otras 
sustancias que Inhlbleran esta flora, no slempre con buenos/ 
resultados. Asf, se le ha asoclado con pollmixina B y azul - 
de metileno (71)» tripaflavina (249)» acetato do talio (186), 
telurito pot&sico (l80),tiocianato pot&slco (8l), etc.
Hoy d£a, exlsten trabajos que proponen sustitulr - 
el *cldo nalldfxico por un producto de caracterlstlcas muy - 
slmllares, el Soldo oxSllco, y que al parecer, ademSs de in­
hibir la flora gramnegatlTS (inhlblda por el Scldo nalidlxi- 
co), OS capaz do impedlr el crecimiento de Pseudomonas y - - 
Erysipelothrix. no afectando en cambio, al de las Listerias/ 
(103).
Nosotros hemos ensayado el crecimiento de 56 cepas 
de listerias de las 4 especles, no observando ningiSn tipo de 
inhlbiciSn, de acuerdo con Wilkinson y col., (323b), ni in—  
cluso a dosis de 50 mg/l cuando ademSs, se les aflade 80 mg/1 
de TripSn azul.
Los medios de cultivo que sSlo contienen Soldo na­
il dfxico como sustancia inhibidora, adolecen de una selecti- 
vidad estricta. A pesar de ello pensamos que es la sustancia 
mSs recomendada cuando se trata de muestras poco contamina—  
das o cuando se complementa con otras sustancias (l86, 71» - 
89).
Un details quo conviene tener en cuenta es quo el/ 
Soldo nalidixico so muestra mucho mSs sn pH Scldos, -
por tanto deberemos considerar esta circunstancia cuando los/ 
medios en que se utilice puedan sufrir acidificaciones.
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No dlsponemos do nlnguna referenda en lo que res­
pecta a la utllizad6n del tripdn azul como sustancia inhibi 
dora en los medios de cultivo para listerias (lS9b). No pode 
mos ofrecer, por tanto, datos comparativos, iSnicamente seda- 
lar que utilizamos esta sustancia tripanocida por permitir - 
un perfecto crecimiento de los microorganismos del gënero —  
listeria (incluso concentraciones de 80 a 100 mg/1) potencian 
do el espectro de inhibici6n del Scido nalidfxico.
Ademâs de sus caracterfsticas antimicrobianas, el/
trip&n azul ha funcionado como un buen indieador del creci—
miento en los distintos medios en los que se emploi, puesto/
que los microorganismos al crecer, deben metabolizar el tri-
pSn para producir el viraje de esta sustancia hacia el amari
llo««
La observaci6n hecha de que algunos derivados acri 
dAiicos , inhiben gran cantidad de microorganismos gramposi- 
tivos y que, sin embargo, no entorpecen el crecimiento de —  
L« monocytogenes, permitid a Ralovich y col., (249) la con—  
fecci6n de un medio selective a base de âcido nalidixico pa­
ra inhibir la flora gramnegativa y tripaflavina para la - —  
grampositiva.
La acriflavina tiene la gran ventaja de inhibir el 
crecimiento de los estreptococos) ahora bien, a las concen—  
traciones normalmente utilizadas (5 0 mg/1) segân la recomen- 
dacidn de Ralovich y col., (249), la tripaflavina inhibe el/ 
crecimiento de las especies L.grayi y L. murrayi y ralenti—  
za el de algunas cepas de L. monocytogenes y L. denitrlficana 
Por tanto, si bien los medios con tripaflavina y âcido nalid£ 
xico son extraordinariamente âtiles para aislar L. monocyto­
genes y L. denitrificans de muestras muy c or-*--*-'inadas (sobre 
todo coprocultivos), ya que se complementan muy bien en el - 
espectro de inhibici6n, debemos tener la precauciôn de util!
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zar paralelaraente, algtSn medio que permita el aialamiento de 
L. grayi y L, murrayi cuando sea necesario su aialamiento.
La utilizaciiSn de la tripaflavina a dosis m&s ba —  
jas (de 10 a iS mg/1), como hemos hecho en nuestro estudio,- 
acompaflada de otras medidas aelectivas, permite aislar la ma 
yor parte de cepas de las especies L. grayi y L. murrayi. Es 
L.. concentracidn nos permitid el crecimiento del 94,4% de —  
las cepas ensayadas de estas especles, obteniendo a pesar de 
la baja concentraciAn empleada ,cultivos bastante puros y en/ 
los que las colonies de listerias se distingues perfectamen- 
te de las bacterias contaminantes, que auelen ser con fre- - 
cuencla microorganismos de la familia Pseudomonadaceae.
B1 porcentaje de cepas resistentes de las especies 
L« grayi y L# murrayi puede no ser completamente real, dado 
que gran parte de nuestras cepas estan aisladas de medios de 
cultivo que contenfan estas concentraciones de acriflavina;- 
aunque debemos mencionar que la acriflavina que hemos utili- 
zado,de la casa Serva, es en realidad una mezcla de tripafla 
vina (cloruro de 3.6 diamino - 10 - metilacridinio) y su pre 
cursor^ la proflavina (3.6 - diamino - acridina).
De lo que no debe quedar duda no obstante, es que 
una parte importante de las estirpea de L. grayi y L. murra­
yi pueden ser aisladas en medios que contengan de 10 a l8 —  
mg/1 de esta acriflavina, (Serva).
La Incorporacldn de azida sAdica como sustancia se> 
lectiva en los medios de cultivo y en concentraciones del —  
0,01%, segfin propuso Gray en 1.950 (124), ha permitido el - 
crecimiento de todas las cepas, tanto las procedentea de co- 
lecci^n como las aisladas a partir de los coprocultivos.
Esta concentraci6n por tanto, ha p*mitido el ere 
cimiento de todas las especies del gënero en contra de lo in 
dieado por Wilkinson y col. (323b) en una experiencia reali
2 9 0
zada en 1*977 @n la que obtuvleron crecimientos s6 lo en un - 
1 6% de las cepas de L. monocytogenes hemol£tlcas ensayadas,
Concentraciones del 0,025%, suponen un menoscabo - 
en el crecimiento de las distintas cepas, aunque , sigue 
existiendo un crecimiento visible de todas las especies del/ 
gënero, Paraddjicamente, Wilkinson y col., (323b), a la nis- 
ma concentraci6n, s6 lo lo obtienen en el 8% de las cepas he- 
molfticas de L. monocytogenes, proporci^n que aumenta hasta/ 
el 3 3^ cuando se trata de cepas no hemolfticas y al 1 0 0% - - 
cuando se trata de cepas de las especies L. grayi y L. murra
Aumentando la concentraci6n de azida de sodio al - 
0 ,0 5 %, desaparece el crecimiento visible en todas las cepas, 
haciéndose necesario el empleo de lentes de 20 a 40 aumen- - 
tos para visualizar el crecimiento. Mediante este sistema 
tico se constata el crecimiento de todas las cepas excepto - 
una de la especie L. grayi, en contra de los resultados que/ 
obtenfan Wilkinson y col., para los que las especies L. gra­
yi y L. murrayi fueron las mds resistentes a este agente.
Concentraciones de 0,1% suponen la desaparici6n to 
tal del crecimiento, no siendo posible (ni aân con lupa) vi­
sualizar ningun tipo de colonies en las distintas especies.
Las fuertes discrepancias de nuestros resultados - 
con los obtenidôs por Wilkinson y col., (233b), podrfan ba—  
sarse en que estos autores no cornentan en su trabajo cuando/ 
consideran un crecimiento negative por parte de las liste- - 
rias, si cuando desaparecen las colonias visibles adn cuando 
existan colonias microscopicas como un signe de crecimiento.
El desacuerdo tambi^n podrüa deberse a que utiliza 
mo=5 nuestra experiencia, la azida sOdica junt 1 ", trife—
niltetrazolio a concentraciones del 0,01%. A esta concentra^ 
ciOn y de acuerdo con Wilkinson y col., (323b), se produce -
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slempre la reducclOn de este Indlcador por parte de las lis­
terias* El color rojo que adquieren las colonias al reducir- 
lo, nos permitiO una visualizaciOn m&a rdpida y eficaz de —  
los crecimientos*
No tenemos referencias de ningân otro ensayo sobre 
la capacidad de crecimiento de los microorganismos del génè­
re Listeria, cuando al medio de cultivo se le aflade azida de 
sodio* Ni el mismo Gray, que fue quien propuso la adiciOn de 
esta sustancia (124), lo comenta en su monograffa de 1*966 - 
(133).
Podemos por tanto, à la vista de nuestros resulta­
dos afirmar que concentraciones de 0,01% de azida de sodio - 
permlten el crecimiento de todas las cepas de listerias ensa 
yadas, y quizÂs séria âtil la adicién a los medios de aisla-
miento de esta sustancia (con gran poder inhibidor sobre la/
flora gramnegativa), como propose Gray en 1.950 (124).
Por dltimo, debemos tener en cuenta una circunstan 
cia que puede tener cierta trascedencia en el anélisis ruti- 
nario de aguas y alimentos, y es que la mayorla de los me- - 
dios para aislar e identifiear enberococos se basan ens
1.- La accién selective del azida sédica en con--
centraciones entre el 0,02 y el 0,04% (44b, 51, 66),
2.- La temperature de cultivo.
3.- La reduccién del trifenil tetrazolio (44b, 141)
4. - El aspecto morfolégico de colonias y microorga^
nismos.
de gas.
5.- La acidificacién de la glucosa sljn produceién/
Como quiera que algunas cepas de listerias son ca­
paces i ' tracer en estas concentraciones do azida 3 mui 
tiplicarse a temperatures de 45*C (323b), reducir el trifenil 
tetrazolio (66), acidificar la glucosa ain produccién de gas/
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(284), 7 no es raro que debldo al gran pleomorfismo de las - 
listerias puedan aparecer con forma cocdcea (1 3 3 ) (sobre t>- 
do al crecer en condiciones disgenésicas) , pudiera suceder/ 
por tanto, que dada la gran ubicuidad y resistencia de las —  
listerias, se esté informando en ocasiones sobre contamina—  
ciones por estreptococos feeales, cuando en realidad se tri­
te de microorganismos del género listeria, con el error diig 
néstico que ello implies.
La utilizacién de bilis de buey como sustancia s«- 
lectiva en los medios de Listeria, fue sugerida por primert/ 
vez por Robin y col., en 1.960 (259), al parecer con buenoi/ 
resultados.
Nosotros hemos confirmado una perfects tolerancit/ 
de estos microorganismos a altas concentraciones de bilis —  
(40%), por tanto, podrla emplearse como agente inhibidor ex/ 
los medios de cultivo.
Ahora bien, debido al espectro de inhibicién de «s 
ta sustancia, que precisamente permite el crecimiento de les 
géneros que nos pueden ser més indeseables (Streptococcus, - 
Proteus, etc.) no se utiliza en la actualidad como agente - 
inhibidor, ni aân en asociacién con otras sustancias, quedm 
do relegada esta prueba a una caracterlstica fisiolégica mis.
Se ha utilizado ademés, otro gran numéro de sustm 
cias como agentes inhibidorest rodanato potésico (47), clom 
ro de litio (197) guanofuracina (287), distintos colorantes/ 
(2 3 2 ) y antibiéticos (47, 133), incluso se ha elaborado un - 
medio sintético mlnimo para el aislamiento de listerias (38),
que no pasamos a comentar por no contar con experiencia --
suficiente sobre su utilizacién.
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VI.3. DE LAS PRUEBAS BIOQÜlMICAS Y SUS RESULTADOS
El sistema de clasificacién que hemos elegido, slempre 
restrictive (56b, 37), plantea algunos Inconvenlentes. Estos d^ 
rlvan de utlllzar, con un crlterlo selectlvo, unas cuantas pru^ 
bas bloqulmlcas consideradas un poco subjetlvamente como funda­
ment aies. Con ello se corre el rlesgo de que cepas variantes - 
de Listerias que por algûn motlvo determlnado fallen en una de/ 
estas pruebas Inmédiatamente quedarla descartada.
Como nuestro prop6slto era llevaf a cabo un estudlo es 
tadlstlco sobre el estado de portadores fecales, preferlmos en/ 
todo momento descartar estas cepas sospechosas, cuya Incldencla 
era minima, para que los resultados tuvleran la méxlma flabill- 
dad posible.
Ahora bien, esto no fué realldad en toda su extenslôn, 
pues algunas cepas que raorfoléglcaraente se mostraban como micro 
organIsmos del género, pero bloqulmlcamente ofreclan resultados 
dudosos (por escasez de crecimiento en los sustratos de estas - 
pruebas), fueron ensayadas una y otra vez sobre distintos sus—  
tratos con el fin de comprobar si en realldad se las podrla en- 
cuadrar dentro del género Llsterla. De esta forma llegamos a - 
modlflcar la composleI6n de los medios habltuales para la real^ 
zacl6n de estas pruebas y las condiciones de cultivo de alguno/ 
de estos medios, sustItuyéndolos por otros que nos ofreclan re­
sult ados mSs fiables»
Asl Introdujlmos las slgulentes modlfIcaclones:
Para las pruebas de Voges-Proskauer y Rojo de metllo,/ 
se utlllzé el medio descrlto por Buchanan y col. (1 4I) para es-* 
treptococos lActlcos de dlflcll crecimiento. Las temperatures/ 
de Incubacl^n eron de 2 2@C y el tlempo de una semana.
Hemos conseguldo con esta técnlca recuperar y dar como
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positivas, muchas listerias que de otra manera hubieran sido —  
descartadas.
Algo parecido sucedié con el medio base de utilizacién 
de azucares, que confeccionamos segûn la composicién descrita - 
por Evans (94) para la fermentacién del manitol por los estafi- 
lococos. Con este medio comprobamos no s6lo que las listerias/ 
se multiplicaban fScilmente, sino también, y de acuerdo con - - 
Evans (94), que el indicador éptimo era el purpura de bromocre- 
sol, utilizado en solucién acuosa y a una concentraciôn final - 
de 0,002%, La temperatura de incubacién fué también de 22@C.
Se consiguié con estas modificaciones obviar algunos de los re­
sultados contradictorios que venlamos obteniendo con azucares - 
en los que una misma cepa se mostraba unas veces positiva y - - 
otras negativa.
Para comprobar la movilidad y hacer su interpretacién/ 
lo mâs objetiva posible, utilizamos un medio de cultivo semisé- 
lido y muy rico en sustancias nutritivas, con el objeto de obte^ 
ner un perfecto crecimiento de todas las cepas. Este medio era 
distribuido en tubos de Craigie (51), e incubado a 229C. Al —  
efectuar la lectura interpretabamos como movilidad positiva la/ 
de aquellas cepas que eran capaces de salir del tubo interno.
En cuanto a la prueba de la reduccién de nitratos, al/ 
intentar verificarla en las cepas sometidas a control, algunas/ 
de ellas no fueron capaces de crecer en el medio ordinario des- 
crito por Harrigan y col. (141), haciéndose imposible su inter- 
pretacién. Enriquecido el medio con extractos de carne y levadu 
ra, y tras comprobar su funcionamiento con varias cepas patrén/ 
positivas y negativas a la reduccién, ensayamos todas nuestras/ 
cepas con éptimos resultados.
Una clrc r^tancia que ya mèneionamos en su momento - - 
(302) y que repasando la bibliografla hemos encontrado descrlta 
por otros autores en trabajos no publicados (166, 105), es la -
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depreslén de la actividad de la catalasa, e incluso su desapari^ 
cién cuando se aftaden al medio algunas sustancias como glucosa/ 
al 1%, o extracto de levadura al 0 ,25%.
A pesar de las contradicciones y la faita de suficien­
te explicacién de este fenémeno en las referencias que tenemos, 
procurâmes que estas sustancias no estuvieran présentes en los/ 
medios a partir de los cuales tomébamos las colonias para reali 
zar la catalasa.
Otro detalle digno de tenerse en cuenta, es que al in­
tent ar demostrar en las distintas cepas la hidréllsis en plaça/ 
de almidén, incluso tras 15 dias de incubacién, no fuimos capa­
ces de verificar en las estlrpes probadas ningun tipo de actlvi^ 
dad amilâslca (ni alfa, ni beta). Sin embargo, paradéjicamente 
observâmes en un porcentaje muy alto de las cepas, (més de un - 
79%) la acidlficacién en tubo de esta sustancia en los medios - 
de utilizaclén de azucares.
Como puede observarse en las tablas B-1, B-2 y B-3, —  
los resultados de las distintas pruebas bioqulmlcas son bastan­
te uniformes. Ello puede ser debido al sistema de clasifica- - 
cién elegido y al haber sido bastante reacios a admitir cepas — 
que no encuadraran en las pruebas de clasificacién b&sicas. A/ 
pesar de ello, se admitieron como listerias algunas cepas que — 
fallaron en alguna de estas pruebas, pero que mostraron en con- 
junto una gran coherencia en su comportamiento.
Asi, se admitieron como L. monocytogenes una cepa inmrf 
vil, dos Voges-Proskauer negativas y dos rojo de metilo dudo— - 
sas. No se clasificé sin embargo, ninguna cepa que fermentara 
el manitol, ni como L. monocytogenes, ni como L. denitrificans.
Los porcentajes de resultados positives para las dis—  
tintas pruebas, coir-- 'en casi perfectamente con los obtenidos/ 
por Kampelmacher y col. (175), Gémez-Mampaso y col. (116), - -
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Cooper y col. (53) y Seeliger y col. (2 8 4 ). Sin embargo, encon_ 
tramos una diferencia en la accién sobre el almidén: asi, mien
tras a Gémez-Mampaso le resultaron todas las cepas negativas, - 
nuestros resultados dependlan de la técnica empleada, obtenien­
do un 100% de resultados negativos cuando intentabamos apreciar 
la hidrélisis en plaça, y un 70,6% de resultados positivos cuan 
do lo que se intentaba observar era la acidifieacién en tubo, - 
quedando este fenémeno sin explicacién clara como hemos comenta 
do anteriormente, aunque sospechamos que puede ser un problema/ 
de sensibilidad para detectar ciertas amilasas y dextrinasas.
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VI. 4. DE LOS ESTUDIOS HEMOLITICO S ^
La adopclén de la técnlca de heméllsls en tubo, asi co 
mu los resultados que obtuvlmos, merecen la pena ser cornentados 
debldo a la gran trascendencla que pmeden tener a la hora de en- 
cuadrar las diversas cepas en una determlnada especie (Rocourt/ 
y col. , 261 ), asi como para verificar su posible patogenicidad (See^  
liger y col., 283).
Los resultados que veniamos observando,de cuando mènes 
apreciar una cierta capacidad hemolitica en todas las cepas del 
género cuando el medio de cultivo contenia glucosa, han sido - 
también observados por Micheva y col., (2 1 5), aunque ellos s6lo 
lo ban apreciado en cepas de L. innocua.
Con posterioridad y al emplear la técnica de hemélisis 
en tubo, se observé claramente que cuando el medio sobre el que 
se suspendian los gérmenes contenia al menos un 0,5% de gluco—  
sa, todas las cepas de microorganismos del género Listeria pro- 
ducian hemélisis total de los hematies de carnero, en un plazo/ 
de menos de 8 horas. Esta hemélisis se Inhibia (en las cepas - 
que no eran hemoliticas cuando al medio le faltaba glucosa), —  
cuando al medio se le afiadla tampén fosfato, y se inhibia tam—  
bién o se producla una débil reaccién, cuando la suspension baç^  
teriana permanecla en el medio con glucosa durante 8 horas, po- 
niéndola a continuacién en contacte con los hematies. Estas in 
hibiciones no se verificaban en las "verdaderas" cepas hemolit^ 
cas.
Diluciones al l/lO de la suspensién en glucosa inhibia 
la reaccién , pero no una neutralizacién del medio, cuando ésta 
se hacia con sosa.
Todo lo anterio:'--^-î expuesto, podria permitirnos pre 
suponer que es un metabolito de la glucosa el que produce la he
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mélisls de los hematies de carnero. Este metabolito deb ser in 
termedio, ya que con posterioridad desaparece por lo meos par— 
cialmente, y se inactive parcial o tôtaimente con fosfao disé— 
dico. La accién hemolitica no obedece simplemente a laacidifi 
cacién del medio por la utilizacién de la glucosa, pues o que — 
la neutralizacién con sosa no inhibia la hemélisis. Po otra — 
parte, la misma prueba realizada en otro género de bactrias —  
(E« coli) que no era hemolitica sobre un medio sin glucsa, nos 
producla el mismo fenémeno,
Cuando las pruebas se realizaron en medios tôtImente/ 
exentos de glucosa, el resultado de las mismas fué mâs menos/ 
el esperado, mostrândose hemoliticas sélo algunas cepasde L. — 
monocytogenes.
Sin embargo, los porcentajes de cepas hemolltias ha—  
llados, presentan fuertes discrepancias con los obtenids en co^  
procuitivos humanos por otros autores: asl, nos encont amos —
con que mientras nosotros obtenemos de un 12 a un 13% d cepas/ 
hemoliticas, Gémez-Mampaso y col. (114) encuentran un 6,2% en/ 
las cepas de origen fecal y un 100% en las cepas de orien vag^ 
nal, si bien hay que considerar que mis del 60% de esta estir- 
pes procedlan de puerperas con nidos muertos e incluso uchos - 
de ellos con un diagnéstico positivo de listeriosis en uyo ca­
so parece évidente, que al tratarse de listerias patégeâS d@bjB 
rlan presentar mayor poder hemolltico (284).
Kampelmacher en Holanda (172, 174) encuentra prcenta- 
jes de cepas hemoliticas que oscilan entre el 0 y el 10? deperi 
diendo del origen de las muestras. Los valores entre e 20 y - 
el 50% son los mis habltuales para cepas de origen feca, tanto 
humano como animal.
Otro dato que no n^s -\sta, es la técnica utiizada - 
por estos autores para evidenciar la hemélisis, ÿ si lo medios
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empleados contenlan glucosa, pues como ya ha quedado resenado - 
en ex capitule de resultados, cuando esta sustancia se encuen—  
tra incorporada en los medios de observacién de la hemélisis, - 
nosotros hemos encontrado el 100% de cepas positivas.
Por otra parte, si consideramos las cepas que hemos —  
mencionado como du dosas, que son aquellas en las que la heméli- 
sis producida erà solamente parcial, (encontrlbamos dlferencias 
con el testigo, pero no se observaba hemélisis compléta) que su 
madas a las cepas consideradas como hemoliticas representan un/ 
29% de cepas hemoliticas, porcentaje muy parecido al encontrado 
por Kampelmacher (172) para cepas aisladas de heces de personas 
o animales sanos.
A pesar de estos resultados, no parece que estas dife- 
rencias sean debidas a deficiencias en la técnica de hemélisis/ 
en tubo, ya que en los casos que se contrasté incluso con la —  
técnica de CAMP (que parece ser la més fiable, 284), funcioné - 
perfectamente, al menos con iguales resultados, siendo sin — - 
embargo, una técnica mucho m&s râpida (se puede visualizar los/ 
resultados en menos de 24 horas), fécilmente observable y de —  
més fécil interpretacién al existir la posibilidad de comparer/ 
los resultados con tubos testigos, no apareciendo los fenémenos 
de digestién y hemopeptolisis, que pueden presentarse en las —  
plaças debido al crecimiento bacteriano y que dificultan la lejc 
tura de los resultados.
Esta técnica ademés supone una gran economla de tiempo, 
medios y material (10 ml de sangre sirven para realizar unas —  
200 pruebas), es fécilmente reproductible e incluso cuantifica—
t
ble fotocolorimétricamente.
Se ha obtenido una gran uniformidad en las respuestas/ 
hemoliticas de las distintas ' independientemente de la es^  
pecie animal de la que se aislaron, dato que nos parece de la ma
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yor importancia, para una posible aunque discutible valoracion, 
de la patogenicidad de las cepas de listeria présentes en el in 
testino.
Por otra parte y como hemos encontrado una cierta rela 
cién entre poder hemolftico y patogenicidad entre las distintas 
cepas y, a pesar de que esta relacién no ha sido biunivoca, pa- 
receria évidente que el porcentaje de L. monocytogenes no hemo­
liticas fuera mayor en poblaciones de cepas aisladas de portado 
res sanos (en los que las bacterias aisladas tienen un bajo ni- 
vel de virulencia. Khan y col., l82) que en poblaciones aisla—  
das de casos patolégicos en que las cepas tienden a tener una - 
mayor tasa de virulencia y por tanto serén hemoliticas con mayor 
frecuencia , aunque como queda ampliamente expuesto en una ex—  
tensa bibliografia (Gray y col., 133, Cormier, 55, Wilkinson y/ 
col., 323b),sea esta una caracteristica que se pueda perder en 
det e rmin ados casos.
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VI.5. DE LAS TECNICAS Y RESULTADOS SEROLOGIC06
A la hora de elegir una prueba con el fin de controlar 
de alguna manera el suero de los animales muestreados, fuimos - 
conscientes de la poca fiabilidad de estas técnicas para llegar 
a establecer un diagnéstico concrete y fiable de listeriosis,/ 
como queda refiejado en la amplia bibliografla (Seeliger y col. 
2 8 9, Gray y col, 133, Wilkinson y col. 323, Romafia 265, Morel y 
col. 2 1 3, etc.). Por este motive y, dado que ninguna prueba —  
era concluyente, elegimos la seroaglutinacién con antigenos so- 
méticos en tubo,porque fué la que mis fécilmente pudimes montar 
por su simplicidad y por disponer de los antlgenos comerciales.
Los resultados obtenidos se pueden extrapolar perfecta 
mente a los encontrados en otros palses, tanto en personas como 
en animales.
A pesar de que los resultados encontrados estaban den­
tro de los valores esperados, merece la pena comentar una serie 
de circunstancias que no por esperadas son menos importantes.
En primer lugar, la fuerte correlacién negativa encon- 
trada entre edad y tltulo, correlacién que a primera vista pare^
ce muy évidente ya que a mayor edad de los animales es de espe-
rar que exista un tltulo mayor, pero que de esta manera queda - 
estadlsticamente demostrada.
Esta correlacién es mucho mayor en el ganado bovino —  
que en el ovino, quizé por tratarse de lotes més homogeneos en/
lo que a la edad se refiere.
Por otra parte, al comparar la media de las dos pobla—
#
ciones (ovlna y bovina) nos hemos encontrado con que existe una 
diferencia significativa en lo que se refiere a la tasa de aglu 
t ininas séricas de ambas especies fr"- t-' r L. monocytogenes, por 
tanto podrlamos aplicar las mismas consideraciones que se ha- -
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rén al comparar los resultados de los antibiogramas de las cepas 
de L. monocytogenes obtenidas en las 2 especies;
Al partir de lotes de animales que aun en el caso ex—  
tremo que los consideraramos con una respuesta sérica uniforme/ 
frente al contacte con microorganismos del género Listeria, se/ 
hallan en unas circunstancias ambientaies tan distintas y con - 
unos grades de exposicién tan variables que no es raro que nos/ 
encontremos estas diferencias. A pesar de ello, descubrimos —  
una mayor uniformidad en las respuestas de los animales de una/ 
edad équivalente pero de una especie distinta, que en los de la 
misma especie pero edades distintas (figuras S-4 y S-5) •
Otro detalle digno de resaltar y que no es frecuente - 
en la bibliografia, es que no encontramos ni un sélo animal de/ 
la especie bovina con tltulo negativo a pesar de que el 55% de/ 
los animales encuestados eran menores de 18 meses. En el gana­
do ovino, sin embargo, nos aparecieron hasta 21 animales con t^ 
tulo negativo, 16 de los cuales son corderos pascuales.
Muchos autores recomiendan como mis fiables otros ti—  
pos de reacciones serolégicas que ellos consideran més especîfi^ 
cas, asl Romana ( 265) recomienda la inmunofluorescencia indirec^ 
ta al igual que Pautard y col. (236), Rigal y col. (256), la —  
electrosineresisJ Clavel y col. (50), la seroaglutinacién pero 
empleando antlgenos H que parecen ser més especlficos que los - 
sométicos, y en este sentido Stanek y col. (2 9 9 ) describen un - 
caso con un tltulo de aglutininas antiflagelares de hasta - - - 
1/ 3 2.0 0 0 , mientras que paradoj icamente no se detectaban anti- - 
cuerpos sométicos.
A pesar de todas estas consideraciones y que realmente 
parece ser que mediante la inmunofluorescencia Indirecta o el - 
E.L.I.S.A se obtienen tltulos séricos un  ^ nés altos ( R o u -  - 
ssel-Delvallez y col., 267) y que los antlgenos somaticos prepa
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rados a base de L« monocytogenes tienen un cierto poder autoaglu 
tinante (Seeliger, 284), la mayoria de los autores consideran - 
la seroaglutinacién en tubo como técnica de referenda (Morel y 
col. 213, Elischerova y col. 86, Rigal y col. 256, entre otros), 
obviando este dltimo problema mediante el empleo de un numéro - 
adecùado de testigos tanto del antigeno como del suero (Wilkin­
son y col. 323).
En cuanto al valor diagnéstico de los titulos encontre^ 
dos, y a pesar de ser tan elevados, no nos permiten extrapolar/ 
conclusiones ni sobre el grado de contaminacién de los rebanos, 
ni siquiera sobre su grado de exposicién; pues, como ha queda­
do seflalado, se h an encontrado habitualmente los mismos titu- — 
los, que a su vez eran elevados, tanto en personas y animales - 
fuertemente expuestos a contaminacién, como en personas o anim£ 
les relativamente aislados sin fuentes aparentes de contagio —
(Elischerova y col. 86, Kampelmacher y col. 172, Bojsen-M^ller/ 
y col. 33).
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VI.6. DE LA METODOLOGIA Y RESULTADOS DE LOS ANTIBIOGRAMAS
La eleccién de la técnica de difusién en Agar en lugar 
de cualquiera de las técnicas de dilucién en medio sélido o li- 
quido (Ericson y col., 91), pensamos que queda suficientemente/ 
justificada por el motivo de ser la técnica més ampliamente di- 
fundida en todos los laboratorios clinicos del mundo (66), per­
mit iendo una facilidad, versatilidad y economla de trabajo y me 
dios,que no se consiguen con las otras técnicas.
Ademés, una vez que los medios y la técnica estén per- 
fectamente normalizados, mediante la aplicacién de los resulta­
dos obtenidos a las rectas de regresién, que cualquier laborato^ 
rio suministra para sus discos, se puede calculer fécilmente =—  
las concentraciones mlnimas inhibitorias, que serén extrapola— - 
bles con las obtenidas en cualquier otro laboratorio cuando se/ 
baya empleado la misma técnica (66).
Por otra parte, la clasificacién que hemos establecido 
de las cepas de listerias en sensibles, intermedias y resisten­
tes, segén su respuesta a los distintos antibiéticos, asl como/ 
el criterio para encuadrarias en estos grupos, esté de acuerdo/ 
con el criterio seguido por la O.M.S. (66, 91) con el fin de su 
ministrar al cllnico, no sélo el resultado de la concentracién/ 
minima de un antibiético que es capaz de inhibir a una bacteria, 
sino también la interpret acién de este resultado segun la utildL 
dad que pueda tener un determinado antibiético en el tratamien- 
to de un problema infeccioso concrete.
En cuanto a los resultados sobre la respuesta de las - 
93 cepas de L. monocytogenes probadas frente a los 10 antibiét^ 
COS, y a la vista de los resultados expresados en la tabla AB-8 
en 11 nue comparâmes estadlst icamente las mediar. los halos y 
las CMI obtenidas en los 2 tipos de cepas utilizados (origen -
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bovino y ovino) nos encontramos con que existe una dlscordancla 
en la respuesta a los diatintos antibiéticos por parte de las - 
dos poblaciones, y por tanto con bastante probabilidad existiré 
una diferencia significativa, entre los dos subconjuntos de ce­
pas.
Situacién, por otra parte, que tampoco debe sorprender 
nos demasiado, pues si recordamos los sistemas de explotacién - 
en nuestro pals de una y otra especie, nos encontramos con que/ 
en ganado vacuno tanto la obtencién y cebo de terneros y afiojos, 
como las explot aciones lécteas, suelen ser sistemas de produc—  
cién intensives, mientras que las explotaciones ovinas tanto de 
carne como de leche suelen ser de régimen extensive, con la di­
ferencia que ello implica, en el suministro junto con el pienso, 
de finalizadores, antibiéticos y quimioterépicos, a lo largo de 
la vida productiva de los animales y, sobre todo, en la etapa - 
terminal o a la utilizacién solamente terapeûtica de los distin 
tos antibiéticos «
T aunque es un hecho probado, la débil intervencién de 
los antibiéticos en la aparicién de resistencias a los mismos - 
(66), esté suficientemente demostrada la labor que ejercen al - 
suministrarlos en la dieta del animal, en la seleccién de cepas 
mutantes resistentes y supervivientes (66), factor que podrla - 
explicarnos las distintas sensibilidades que hemos encontrado — 
en las dos especies a los antibiéticos "habituales” y la menor/ 
aparicién de cepas resistentes en el ganado ovino.
Otro hecho que merece la pena tenerse en cuenta a la - 
vista de los resultados expresados en las tablas AB-1, AB-2, —
$
AB-3, AB-4, AB-5 y AB-6, es que sélo un antibiético de los ens^ 
yados (Rifampicina) se mostré eficaz para todas las cepas,con - 
el 1 'eniente sin embargo, de ser un antibiético - difun-
de mal en el sistema nervioso y que por tanto, no nos serviré —
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para tratar la mayorla de las infecciones menlngeas y meningoen 
cefélicas causadas por las listerias, imponiendose por tanto la 
necesidad de realizar répidamente un antibiograma para comenzar 
el tratamiento en estos casos.
Para el tratamiento de las posibles listeriosis que pu 
dieran causar estas cepas y que afectaran a cualquier otro érga 
no de la economla animal, un tratamiento sinérgico de penicili- 
na-estreptomicina por via parenteral a dosis habituales resolve 
ré el 100% de los problemas, haciendose necesario unieamente el 
tratamiento tépico directo con los mismos antibiéticos en los - 
casos de metritis y vaginitis.
Si compararamos los resultados de la antibiorresisten- 
cia obtenida por nosotros en cepas de origen fecal con la encon 
trada por otros autores en cepas de origen cllnico, aparecen —  
ciertos detalles que merecen la pena de ser comentados.
En primer lugar, la gran sensibilidad de las cepas de/ 
L. monocytogenes a los antibiéticos betalactémicos (57, 116, —  
268) con valores de CMI muy parecidos a los hallados por noso—  
tros. Sensibilidad que, incluso, alcanza al 100% de las cepas/ 
para algunas penicilinas como la bencil penicilina y algunas —  
ampicilinas como amoxicilina (60).
En cuanto a la respuesta frente a los demés antibiéti­
cos, los resultados son variables dependiendo del autor y pals/ 
considerado; asl, mientras podemos extrapolar perfectamente - - 
nuestros resultados con los obtenidos por Gémez-Mampaso y col./ 
(57) en Madrid, entre los aîîos 1.972 y 1.975, en 141 cepas de - 
origen humano de las que el 70% eran de origen fecal y el otro/ 
30% era de origen cllnico, encontramos ligeras diferencias con/ 
los resultados obtenidos por Sale (268) y Espaze (93) en Ingla- 
terra y cia respectivamente.
Aslmismo, descubrimos ligeras diferencias con la sen-
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sibilidad hallada por Cromberg y col. (60) en Suiza, en cepas - 
de origen cllnico, sobre todo en lo que hace referenda a la r^ 
sistencia a la tetraciclina y eritromicina, que para ellos resul­
tan siempro eficaces. Por dltimo, debemos mencionar la gran —  
utilidad y eficacia del trimetoprira, muy activo a concentracio­
nes de 0,03 a 0,06 mg/l (6o) y que en combinacidn con el sulfa- 
metazol es bactericida para un 96% de las cepas ensayadas por - 
Winslow y col. en USA (325), perdiendo segdn este mismo - - - 
autor, su poder bactericida al suministrarlo junto con doxici—  
clina, ampicilina y rifampicina. Para Sale y col. (268) en - - 
Xnglaterra las CMI, sin embargo, eran bastante més altas (unas/ 
100 veces). Ademés no solamente no constataron efectos antagd- 
nicos con las tetraciclinas y la ampicilina,sino que descubrie- 
ron que apareclan efectos sinérgicos.
Por dltimo debemos mencionar que, aunque no se ban de- 
tectado todavla en listerias plasmidos responsables de su resis^ 
tencia a los antibiéticos (240), si se ha observado, por estos/ 
mismos autores, la transferencia de plasmidos de otros géneros/ 
a diversas especies del género Listeria, transferencia que, si/ 
bien, se realize a muy baja frecuencia, podrla plantear algdn - 
tipo de problemas en un futuro préximo, por disminucién de la - 
susceptibilidad de las listerias a los agentes antimicrobianos.
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VI.7. DE LAS INOCULACIGNES EXPERIMENTALES
Los resultados de las inoculaciones expérimentales, co 
mo era de esperar, dependen ademés de la cepa inoculada, de la/ 
especie animal y de la via elegida para ello,
Todas las cepas de L. monocytogenes inoculadas por via 
subdural y de acuerdo con los trabajos de Gray y col, (133) pro 
dujeron un cuadro meningoencefélico con generalizacién sobreagu 
da de la enfermedad a todo el organisme, s iendo necesaria la - 
inoculacién endovenosa simulténea de un antibiético que no se - 
difunda al cerebro para impedir esta generalizacién y conseguir 
la produccién del cuadro meningoencefélico puro (Gray y col., - 
126).
Por otra parte y coincidiendo con los resultados obte­
nidos por Patocka y col. (235),s© ha observado que la inocula—  
cién por via subdural de cepas de L. monocytogenes no hemoliti­
cas (consideradas tradicionalmente como no patégenas, Seeliger, 
2 8 4 ) han originado el cuadro meningoencefélico con sistematiza- 
cién de la enfermedad en breve espacio de tiempo, aun en anima­
les considerados en cierta forma como refractarios a padecerla, 
como pueden ser los cobayas (124). Debe reconsiderarse a nues —  
tro entender y como recomiendan otros autores (2 3 5 , 202, 281,—  
9 0 ), la no patogenidad de las cepas no hemoliticas de L. monocy 
togenes.
Cuando la via elegida para la inoculacién fué la oral, 
la reproduccién de la enfermedad fué muy dificil, consiguiéndo- 
se dnicamente en casos muy esporédicos, coincidiendo con los —  
trabajos de Gray y col. (133). No obstante ha habido autores —  
que lo han conseguido con cierta regularidad empleando animales 
libres de gérir*»-obtenidos gnotobioticamente (63,327).
En los casos de las inoculaciones intramusculares, in- 
traperitoneales, endovenosas y subcuténeas, los resultados ofre^
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cen bastante uniformidad, apareciendo los ratones como los ani­
males més sensibles y las cepas hemoliticas como las més patége 
nas, coincidiendo con los resultados de Emody y col. (90).
Las inoculaciones intraoculares y las instilaciones —  
conjuntivales, también en coincidencia con la mayorla de los au 
tores, no nos han producido generalizaciones en los casos de —  
las cepas no hemoliticas, presenténdose generalizaciones sola—  
mente en 7 casos y siempre al utilizer cepas hemoliticas; no - 
obstante, las queratoconjuntivitis y las uveitis son las lesio- 
nes dominantes en los casos de las inoculaciones intraoculares, 
tanto con las cepas hemoliticas como las rto hemoliticas (2).
La coincidencia con los diverses autores en los estu—  
dios anatomopatolégicos reàlizados en los distintos érganos, —  
asl como en los aislamientos practicados a partir de ellos, es/ 
también total. El hlgado es el érgano que més comunmente nos - 
encontramos lesionado y del que habitualmente se aislan més li^ 
terias, presentando las lesiones el aspecto de microabscesos - 
(Grangeponte y col., 121) y no apareciendo ninguna diferencia - 
entre el tipo de lesiones causadas por L. monocytogenes hemoli­
ticas y no hemoliticas, sino simplemente en la frecuencia de su 
aparicién, de acuerdo con los trabajos de Emody (90) y Audurier 
(14).
Por tanto, se puede afirmar, como ademés queda demos—  
trado estadlsticamente en el capitule de resultados, que la di- 
visién de los microorganismos pertenecientes a la especie L. mo 
nocytogenes en patégenos y no patégenos es ciertamente aventur^ 
da (202, 281), siendo mucho més légico referirse a cepas de ma­
yor o menor virulencia, y animales més o menos receptibles, es-* 
tando condicionados ambos factores por la via de inoculacién,
A la vista a los resultados expresados en la tabla —  
1 - 1 5 el sistema de inoculacién intraperitoneal en el ratén po—  
drla servirnos como método para diferenciar las cepas pertene—
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cientes a la especie L. mnnocytogenes de las otras especies, —  
pues a las dosis utilizadas de 1,5.10^ bacterias por mililitro, 
todas las L» monocytogenes (confirmadas bioquimicamente) resul­
taron mortales para el ratén al inocularlas intraperitonealmen- 
te, mientras que con estas mismas dosis y via, ninguna cepa de - 
las especies L. grayi, L. murrayi y L. denitrificans, résulté - 
mortal para el ratén.
No es aconsej able sin embargo, la utilizacién de esta/ 
prueba como carécter énico de diferenciacién, pues si bien en - 
nuestro trabajo no hemos encontrado ninguna cepa de estas espe­
cies que fuera patégena para el ratén, en la bibliografia (43) 
aparecen casos de cepas de L» denitrificans e incluso de alguna 





Dada la gran labllldad de loa microorganlsmos del gêne 
ro Listeria frente a un pH 5cido, y su mayor aptitud para cre—  
cer a pH neutre o ligeramente alcaline, se ha comprobado que la 
estabilizaciên mediante el tamponade de les distintes medies de
cultive (sebre tede cuande peseen en su cempesiciôn azucares —
utilizables), permite una mejer multiplicaciôn y supervivencia/ 
de estes agentes.
SEGUNDA
La utilizaciôn inicial, desde la tema de muestras en - 
erigen, de temperatures de 4®C en les medies de recegida ha re-^  
sultade extremadamente util, per des motives fundamentales: - - 
a) a 4®C existen muy peces micreerganismes cen capacidad de muJL 
tiplicaciôn y, en censecuencia, se preperciena al sistema unas/ 
pesibilidades de enriquecimiente selectiVe desde el primer me—  
mente, evitande indirectamente el agetamiente de les nutrientes 
del medie per efecte de la micreflera contaminante, y b) a 4®C,
cuande las cendicienes son êptimas, las bacterias del gênere —
Listeria se censervan viables durante large tiempe (ades inclu­
se), dispeniende as£ de un rémanente de muestras que permitirê/ 
la cenfirmaciên de les resultades.
TERCERA
La utilizaciên ' tempe raturas de 22®C en el enriquec^ 
miente y aislamiente respectivamente, supene grandes ventai as -
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en la recuperaciên final de las listerias, en raz6n de que es—  
tes microorganismos se reproducen a esta temperatura con un - - 
tiempo de generaciên prâcticamente igual que a 37®C, con la ven 
taja de que disminuye sensiblemente el crecimiento de la micro- 
flora contaminante, cuyo "habitat" natural sea el canal gastro- 
entêrico de animales.
CUARTA
La incorporaciên de carbohidratos a les medios de cultive 
para el enriquecimiente y aislamiente de listerias, supene una/ 
deble ventaja cuande estas bacterias estân capacitadas para uti 
lizarles fScilmente. En primer lugar, existe la pesibilidad de 
dispener de una fuente energética directs y en segunde términe/ 
se estimula la formaciên de exepelimeres cclulares e pseudecap- 
sulas pretecteras.
QUINTA
Se ha observade que la utilizacién en les medies de enri­
quecimiente, del raétede de "mevilidad selectiva" , permite el —  
aislamiente de listerias en algunas muestras en las que el res­
te de les sitemas utilizables propercionaban resultades negati­
ves. Per etra parte, esta têcnica preperciena a la vez un (Tra­
de de ebjetividad superier al ebtenide per otres precedimien- - 
tes, en el estudie,propiamente diche.de la mevilidad de las di- 
ferentes estirpes.
SEXTA
La incerperaciên de sanerre a les medies de aislamiento, - 
supene (en raz6n de su epacidad) la medificaciên de la têcnica/ 
de selecciôn de celonias, utilizande la epiiluminacion o ilumi-
313
nacién por reflexiên con luz oblicua en sustituciên de la clâsi 
ca têcnica de examen por transparencla o transiluminaciên. Es­
ta opciên no supuso inconvenlente alguno en la labor de selec—  
ci6n, resultando fêcil la diferenciaciên de las colonias de lis_ 
terias, euando el medio de cultivo es el adecuado.
SEPTIMA
La utilizaciên de esculina como unico carbohidrato presen 
te en el medio de aislamiento "C", potenciê claramente el creci 
miento de los microorganlsmos capaces de metabolizarla (todas - 
las listerias gozan de esta capacidad), en detrimento de las —  
bacterias que no pueden utilizarla como fuente de energîa. Ad^ 
m&s, al incorporar este medio un indicador de la hidrêlisis de/ 
este glucêsido (citrato am6nico-fêrrico) permite diferenciar m_a 
croscêpicamente las colonias positivas a este carâcter.
OCTAVA
La utilizaciên de clorhidrato de acriflavina (Serva), en/ 
concentraciones superiores a 12 mg/l, inhibe el crecimiento de/ 
la mayor parte de las cepas de L. grayi y L. murrayi.
NOVENA
Coroparando la eficacia del procedimiento clSsico y la in- 
novaci6n propuesta para el cultivo y aislamiento de listerias,/ 
se observa: a) por una parte, el rendimiento 10 veces superior
de nuestra têcnica (116 cepas aisladas frente a 11, utilizando/ 
la têcnica convencional) , y b) la disminuciên significativa de •' 
los tiempos de cultivo, va que se pueden conseguir aislamientos 
a partir de las 48 horas de la toma de muestras.
DECIMA
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Conviene resaltar la eficacia de esta nueva metodolo—  
gia ensayada, gracias a la cual, en el estudio que se ha reali- 
zado en un rebaiio de g an ado ovino, se ha podido comprobar, que/ 
el 88% de los animales muestreados resultaron portadores de mi- 
croorganismos del gênero Listeria; destacando las cifras de por 
tadores encontrados para L» grayi (80%) y para L» monocytogenes 
(20%).
UNPEG IMA
Concentraciones del S% de ClNa en medio s6lido, permi- 
ten el crecimiento de todas las cepas probadas, si bien se apr^ 
cia una disminuciôn del tamano de las colonias. Concentracio—  
nes superiores de esta sustancia, se traducen en una clara dis- 
rainuci6n del crecimiento de algunas cepas.
DUODECIMA
Se pone claramente de manifiesto, la marcada resisten- 
cia de las listerias al telurito potSsico. Todas las cepas pro 
badas, soportan concentraciones del 0,1%.
DECIMOTERCERA
El Scido nalidlxico, se comporta como un extraordina—  
rio agente selctivo cuando se incorpora a los medios de cultivo 
para listerias. A concent raciones del 0,004% inhibe eficaziten- 
te la flora gramnegativa, aunque cuando el objetivo sea aislar/ 
estos agentes de muestras muy contaminadas, convenga la utiliz_a 




El tripên azul, se comporta tambiên en medios para lis 
terias, como un excelente agente selective. A la vez que perm^ 
te en concentraciones del 0,008% el crecimiento de todas las —  
listerias probadas, complementa el espectro de inhibiciên del -
êcido nalidlxico, y actda como un indicador del crecimiento al/
ser metabolizado.
DECIMOQUINTA
Todas las cepas ensayadas fueron capaces de crecer en/ 
concentraciones del 0,025% de azida sêdica. La prâctica de es­
ta determinaciên, conjuntamente con la de reducciên del trife—  
niltetrazolio, supone, a la vez que una economia de tiempo, el/ 
visualizar rSpida y objetivamente las colonias présentes, indu 
so cuando son microscopicas. En ningân caso ha podido ponerse/ 
de manifiesto la presencia de interferencias entre ambos produc^ 
tos.
DECIMOSEXTA
Se pone de manifiesto la necesidad de utilizar medios/
base complejos y no interferentes en cuanto se refiere a su con
tenido nutritivo, cuando se pretende la realizaciên de determi- 
naciones bioqulmicas en microorganlsmos del gênero Listeria, —  
por cuanto que con medios mlnimos, estos agentes presentan difi 




Se considéra de gran interês la menciên de la têcnica/ 
utilizada en la prueba metabêlica del almidon por parte de les/ 
microorganlsmos del gênero Listeria, puesto que el resultado va 
ria enormemente segun que el objeto de la investigaciôn sea la/ 
simple hidrélisis o la producciên de âcido a partir de este po- 
lisacSrido.
DECIMOOCTAVA
Todas las estirpes probadas de las 4 especies del gêne^ 
ro Listeria, producen un cierto efecto litico sobre los hema- - 
ties de carnero, cuando la prueba se lleva a cabo en presencia/ 
de glucosa a una concentraciên del 0,5/5» **
DECIMONOVENA
La técnica de hemêlisis en tubo, permite la realiza- - 
ci6n de una gran cantidad de determinaciones con gran economia/ 
de tiempo y medio, alcanzandose a la vez un grado de reproducti 
bilidad comparable al menos a la mâs sensible de las têcnicas - 
descritas (CAMP-Test).
VICESIMA
Las muestras procedentes de todos los animales objeto/ 
de estudio, presentaron una fuerte correlacion entre el titulo/ 
de anticuerpos aglutinantes séricos y la edad de los animales - 
de procedencia. En el mismo sentido, se observa también una —  
gran uniformidad en los titulos de los animales de edades équi­
valentes, aun cuando su especie fuera distinta,
VICESIMOPRIMERA
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La sensibilidad antibiêtica de las cepas, présenta al­
gunas dlscrepanclas en razên de su orlgen. A pesar de elle, to 
das las cepas se han mostrado uniformemente sensibles a la ri—  
fampicina.
VICESIMOSEGUNDA
Se destaca la gran uniformidad con que todas las cepas 
de L. monocytogenes, identificadas como taies bioquimicamente,/ 
se manifiestan patêgenas para el ratên, puesto que todas ellas/ 
produjeron su muerte en un plazo mâximo de 143 horas, inocula—  
das por via intraperitoneal. Ninguna estirpe perteneciente a - 
otra especie del gênero Listeria se mostrê capaz de desarro- - 
llar una acciên patêgena por inoculaciên intraperitoneal. En - 
consecuencia, esta prueba parece adicionalmente indicado para - 
complementar la identificaciên bioquimica de la especie L. mono 
citogenea.
VICESIMOTERCERA
Todas las cepas probadas de L. monocytogenes, tanto he^  
moliticas como no hemoliticas, ban producido la muerte con gene^  
ralizaciên previa de la enfermedad, cuando fueron inoculadas —  
por via subdural en animales de laboratorio de distintas espe—  
cies (conejo, cobaya, criceto y ratên). En atenciên a estos re^  
sultados se sugiere la posibilidad de reconsiderar la no patoge 
nicidad de las cepas no hemoliticas de L. monocytogenes.
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VIII. RESUMEN
En el presente trabajo, comenzado en 1.976 se ha rtali 
zado un estudio sistematico de heces ovinas y bovinas al ob.eto 
de determinar la incidencia de portadores fecales de microorga- 
nismos del gênero Listeria en las especies bovina y ovina d* la 
region centro de Espana. Se ban estudiado un total de 1.95* —  
muestrasj 1.200 precedentes de ganado ovino y 750 de ganado bo­
vine.
Desde un principle, se pudo comprobar el problema me/ 
supone el aislamiento de estos microorganlsmos, en un porceita- 
je elevado de muestras, cuando se siguen los mêtodos habituiles 
de someter las muestras a baj a temperatura,intentando los aisl^ 
mientos 2 veces al mes durante un minime de sels meses.
Con el fin de mejorar el rendimiento de los mêtodos en 
use, se ha investigado paralelamente la puesta a punto de uia - 
nueva metodologla tendente a simplificgr el problema.
La nueva metodologla, se desarroll6 por una parte nod^ 
fieando la composiciên de los medios clâsicos de recogida, m r ^  
quecimiento y aislamiento, tras repetidos ensayos y por otr: —  
aplicando un sistema de temperaturas de 22®C para los medios de 
enriquecimiento y aislamiento, y 4®C para los de recogida. Es­
ta iSltima temperatura se utilizê incluse durante la recogidi y/ 
transporte de las muestras.
Los resultados obtenidos indican claramente que se ha/ 
obtenido una mayor eficacia en los aislamientos, incrementârdo­
se notablemente 10:1 el numéro de portadores fecales, consi—  
guiendo los primeros aislamientos positives a las 48 horas, y - 
recuperando prâcticamente la tôtalidad de los microorganisms - 
c*''! gênero a los 91 dlas de cultivo.
Debe destacarse, la frecuente presencia de la espetie/ 
L. grayi en las heces de los animales muestrêados,que ha alian-
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zado cifras de hasta el 80% .
Realizada la investigaciên de anticuerpos séricos por/ 
aglutinaciên lenta, se observa que el 41,2% del ganado vacuno - 
muestreado alcanzaban titulos superiores a 1/320, y el 33,8% —  
del ganado ovino superaba el titulo l/l60.
En el curso de la presente investigaciên también se ha 
puesto a punto con éptimos resultados una técnica de anâlisis - 
en tubo, para investigar la presencia de hemolisinas en los mi- 
croorganismos de este género.
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SUMMARY
A systematic research has been followed since 1.976 - 
to determine the carrier rate of Listeria in faeces from bovi—  
nes and sheep in the central region of Spain. A total of 1.950 
samples (1,200 from sheep and 750 from cattle), have been stu—  
died.
From the beginning we could observe the great problem/ 
that entails the isolation of samples, by means of subcultures/ 
every two weeks for six months at least^ and kept at low tempera 
tures.
To improve the efficiency of the methods in use we de­
veloped a new methodology leading to simplify the problem. It/ 
consisted of a comparative study of the classical media of - - 
collection, enrichment, and isolation with others developed du­
ring the research period by altering their composition and also 
the temperature of incubation. The temperatures of the cultu—  
res were 4®C for collection media and 22®C for enrichment an —  
isolation ones.
The results clearly showed a great improvement in the/ 
efficiency of the isolation with a high increase (1000%) in the 
number of carriers with the new methodology. Recovery of mi- - 
croorganisms of the genus Listeria was first accomplished after 
at 48 hours of incubation and it was practically completed by - 
the 91st day of incubation. It should also be stressed the fr^ 
quent presence of Listeria grayi in the feces (80% of the ani—  
mais sampled).
Once the study of serum antibodies by slow a"'^ ‘'utina—  
tion had been carried out we found that 41,2% of cattle reached
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titers higher than 1/320 and that 33,8% of sheep exceeded the - 
titer of 1/1 6 0.
During the present study,a technique of tube analysis/ 
that renders optimal results for the presence of hemolysins in - 
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